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ZPK est une serine/threonine kmase qui semble demontrer une implication dans la regulation de
la croissance et la differenciation cellulaire. Des etudes d'expression employant des vecteurs
arborant 1'ADNc de ZPK ont ete realisees chez les NIH 3T3, afin de detemiiner si cette proteine
kinase avait reellement une action potentielle sur Ie controle de la croissance cellulaire. Deux
systemes differents qui pennettent la sur-expression ont ete utilises : un premier amenant une
expression constitutive et un second realisant une expression mductible par un glucocorticoide.
I/expression stable de ZPK, exercee de fa9on constitutive, mene a une reduction dramatique de
la capacite de croissance des cellules. Cette dimmution a ete mesuree par un essai de formation
de colonies en culture monocouche. Par opposition, la sur-expression de FADNc de ZPK
contenant une mutation du site de fixation de 1'ATP, n'affecte en rien 1'expansion des cellules
transfectees. L'utilisation d'un vecteur inductible a pennis de controler 1'expression de ZPK et
ainsi demontrer par des etudes de croissance et de mesure de synthese d'ADN, que ZPK avait
reellement un effet negatif sur la croissance des NIH 3T3, L'utilisation d'une construction
contenant Ie determinant antigenique VA couple a ZPK a pennis de demontrer par Western blot
et immunohistochunie, Fexpression in vivo de la proteine realisee ^ partir de 1'ADNc. Ces
r^sultats suggerent que la proteine ZPK peut agir comme regulateur de la croissance cellulaire et
que cette fonction serait m^diee en partie par 1'activite kiaase intrinseque a la proteine.
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INTRODUCTION
L'evolution des organismes multicellulaires depend de 1'habilete des cellules eucaryotes
d'exprimer P information hereditaire de differentes fa9ons et d'exercer des fonctions en
cooperation dans un ensemble collectif. La regulation de ces fonctions biologiques et leur
maintient dans un etat physiologique sont des phenomenes important pour ces organismes. Les
organismes multicellulaires adultes sont comparables a une sorte d'ecosysteme en evolution ou
chaque generation de cellules succ^de la precedente sans changer Ie role de 1'organisation du
systeme. La comprehension de 1'ensemble des circonstances pennettant aux organismes de
conserver cette homeostasie de leurs systemes devient une demarche tres importante.
L'homeostasie cellulatre est regulee, en grande partie, par la balance entre la proliferation, la
differenciation cellulaire, 1'arret de croissance et la mort cellulaire programmee (Liebennann et
al., 1995). Ces processus etant etroitement lies chez ces organismes complexes, on peut se
demander comment s'exerce Ie controle permettant une balance en equilibre. L'equation
contribuant a cet equilibre est maintenue en place par la contribution de nombreux signaux
cellulaires. Chez les organismes multicellulaires, les cellules sont exposees a des milliers de
signaux differents venant de lenrs environnements extracellulaires. Ces signaux peuvent etre
solubles, attaches a la matrice extracellulaire, lies a la surface des cellules voisines et peuvent
agir dans un nombre considerable de combinaisons. Une cellule peut repondre a ce melange de
signaux de fa9on selective en accord avec son caractere specifique acquis suivant la
specialisation cellulaire progressive de son developpement. Elles possedent differents recepteurs
et une machinerie mtracellulau'e qui permet 1'interpretation de 1'information qu'elles re9oivent.
Les signaux re9us induisent 1'enclenchement d'une reponse inteme, transmise par les voies de
transduction. Ainsi, une cellule peut etre programmee pour repondre a un groupe de signaux par
la differenciation tandis que, sur une autre population, ces memes signaux n'auront aucun effet.
Les cellules sont dependantes des combinaisons de signaux qui affectent leurs environnements.
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Toutefois, il faut garder a 1'esprit qu'une population donnee de cellules exprime des genes qui
pennettent d'integrer la reponse requise en fonction des signaux re9us. On voit ainsi qu'une
molecule de signalisation peut avoir des effets divergents ou opposes sur des cellules differentes
selon Ie bagage genetique exprime.
L'homeostasie cellulaire est done un ph^nomene hautement complexe, demandant 1'integration
de plusieurs domaines de connaissances pour en ameliorer la comprehension. Le controle de la
proliferation et de la differenciation cellulaire aiasi que des phenomenes s'associant a la survie
cellulaire sont les processus qui obtiennent la plus grande popularite au niveau de la recherche.
La differenciation cellulaire
La difKrenciation cellulaire est un des principaux mecanismes de maintien de 1'organisation
cellulaire et du renouvellement de celui-ci. La differenciation est, chez les organismes
multicellulaires, un peu ce que 1'universite est a notre societe : elle pennet a 1'organisme de se
specialiser et de former, via differentes orientations, de nombreuses varietes cellulaires qui ont
chacune leur place dans 1'organisme. Deux processus cellulaires etroitement relies sont
simultanement sollicites suivant 1? induction de la differenciation : 1) 1'inhibition de croissance
qui est ultimement menee jusqu'^ l'arr8t de croissance et 2) la progression regulee de la cellule
dans les stages successifs de differenciation (Liedermann et al., 1995). Dans bien des cas, cela se
caract^rise par un blocage du cycle cellulaire dans la transition entre les phases Gl et S au profit
de 1'engagement vers d'autres fonctions specialisees. On peut ainsi attribuer a la differenciation,
la caracteristique de phenomene inhibant la proliferation induite par 1'expression de genes cibles.
D'autres facteurs vont permettre Ie maintien de 1'etat de differenciation tenninale eVou
1'incapacite de reprendre la voie de la division cellulaire (Liebermann et aL, 1995). Cette
differenciation cellulaire terminale est, dans de nombreux cas, couplee a 1'arret de la
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proliferation ainsi qu'a 1'apoptose. L'implication de ces genes, dans 1'une ou 1'autre des etapes
de la differenciation, peut etre etablie difficilement etant donn6 que les deux processus sont
successifs et s'enchament rapidement Done, 1'aboutissement de la differenciation cellulaire
represente la conversion des cellules indifferenciees et en proliferation, en cellules se
caracterisant par un arret de croissance, ime grande differenciation et V acquisition de fonctions
specialisees (Alberts, 1994).
Si on prend un organisme superieur a un moment precis et que 1'on regarde 1'etat des cellules qui
Ie compose, on retrouvera selon les roles, leurs positions ou leurs fonctions, des etats de
proliferation et de differenciation differents. Ce phenomene requiert 1'intervention de signaux
extracellulaires sp^cifiques amsi que 1'expression par chacune des populations cellulaires de
genes differents. On sait que tous les niveaux impliques dans la transmission des signaux sont
mis a contribution. Les recepteurs, les proteines cytoplasmiques et les proteines nucleaires
peuvent tous avoir des roles relics a la differenciation. La differenciation s'associe egalement de
fa9on integrale au developpement, a 1'organogenese et auxprocessus de regeneration. Les genes,
dont 1'expression est impliquee dans la differenciation, sont relativement nombreux et les
modeles in vitro nous permettent aujourd'hui d'etudier 1'expression de genes et Ie role de ceux-
ci dans la differenciation et la proliferation.
Plusieurs populations de cellules differenciees chez les vertebres sont sujettes a un
renouvellement («timover ») qui est tributaire a la fois de la mort et de la division cellulatre.
Dans certains cas, comme chez les hepatocytes du foie, la cellule pleinement differenciee se
divise simplement pour produire des cellules filles du meme type. La proliferation et la survie
des hepatocytes sont controlees pour mamtenir Ie nombre approprie de cellules dans 1'organe.
Que ce soit lors de 1'ablation d'une partie du foie ou lors d'une croissance induite de fa9on
transitoire, les mecanismes de controle ramenent Ie nombre de cellules dans la balance
appropriee. D'autres tissus, specialement ceux avec un renouvellement tres rapide comme
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1'epithelium intestinal et la couche de I'epiderme de la peau sont renouveles a partir de cellules
souches. Les cellules souches de ces tissus sont, par definition, des cellules n'ayant pas encore
acquis 1'etat de differenciation tenninale et qui ont la capacite de se diviser tout au long de la vie
de 1'organisme donnant comme progeniture a la fois des cellules souches et des cellules
differenciees.
Inhibition de croissance et apoptose
Dans ces tissus ou 1'on retrouve un renouvellement rapide des cellules, la differenciation
temiinale cuhnine dans un processus cellulaire de degradation autocatalytique qu'on appelle la
mort cellulaire programmee. Ce processus requiert la synthese nouvelle de proteines et produit
une digestion endonucleolytique caracteristique de 1'ADN en plus de demontrer une
condensation nucleaire et une desorganisation cytoplasmique. Communement appelee apoptose,
la mort cellulaire programmee peut etre vue comme un type de regulation negatif de la
croissance. En effet, ce processus permet 1'equilibre des tissus dans leur croissance en limitant la
proliferation de certaines cellules pour y maintenir toute Fintegrite. Ce processus complexe entre
dans la regulation de la survie cellulaire et est primordial pour Ie controle de la proliferation
cellulaire. II devient egalement tres important dans Ie changement et Ie renouvellement des
populations cellulaires de 1'organisme. Toutes les recherches nous conduisent a 1'evidence que la
regulation du controle de la proliferation des cellules ainsi que celui de la survie cellulaire
pennettent Ie maintien du nombre de cellules et Fhomeostasie. C'est 1'equilibre complexe et
dynamique entre des elements qui, par des circuits positifs et negatifs, gouvement
consciencieusement la balance entre les deux. Chacun d'eux depend de signaux specifiques qui
agissent en accord seulement lorsque les conditions sont requises. Le defi est de connaitire les
signaux qui regulent la survie et la proliferation de chaque type cellulaire afin de determiner
comment leurs niveaux sont controles et comprendre comment les cellules integrent ces
differents stimuli extracellulaires.
Les signaux pouvant induu'e 1'inhibition de croissance et la mort cellulaire sont nombreux. Les
plus connus sont probablement les cytokines mhibant la croissance. De bons exemples de ces
cytokines sont les «transforming growth factor-P » (TGF-P), une famille de proteines hautement
reliees et importantes pour Ie controle de la croissance. Ie developpement et la differenciation
(Attisano et al., 1994). Elles sont de grands inhibiteurs de la proliferation de plusieurs cellules
epifheliales, endofheliales et hematopo'ietiques, et dans plusieurs de ces types cellulaires 1'arret
de croissance est souvent accompagne par 1'apoptose (Oberhammer et al., 1992). Plusieurs
autres stimuli extracellulaires incluant Ie «tumor necrosis factor» (TNF), les TGF-P, les
recepteurs mediant 1'activation des cellules T, les irradiations, les stress environnementaux et les
cytokines inflammatoires peuvent egalement converger vers des voies iatracellulaires itiduisant
1'arret de croissance et 1'apoptose des cellules (Fisher, 1994).
Dans Ie contexte d'un organisme multicellulaire, la decision d'aller vers 1'arret de croissance
vient de plusieurs niveaux. Un de ceux-la se traduit par Ie controle de la proliferation cellulaire
exerce sur Ie cycle cellulaire. II devient de plus en plus evident que la progression dans Ie cycle
cellulaire, chez les cellules en division, est gouvemee par une famille de proteines kiaases (PKs)
connue comme etant les «cyclin-dependant kinases» (CDKs) et par leurs sous-unites
regulatrices, les cyclines (Sherr, 1994). L'activation et 1'expression de ces proteines devient
1'element de du controle. Plusieurs restrictions et subtilites viennent defmir et completer Ie
tableau de controle s'effectuant au niveau du cycle cellulaire. Par exemple,
1'hyperphosphorylation et 1'inactivation des regulateurs negatifs du cycle cellulaire comme la
proteiae du retiaoblastome (pRb) et les genes ayant une parente affiliee (i.e. pl07, pl30)
pennettent aux CDKs d'exercer un effet positif sur la croissance. D'autres classes de proteines
sont egalement impliquees dans Ie controle negatifde la croissance. De ce groupe, p21wafl/CIPl est
impliquee dans 1'arret de croissance en Gl obtenu par I'mtermediaire de p53 (El-Deiry, 1993).
La phase Gl du cycle cellulaire est un moment critique durant lequel la cellule repond a des
signaux intemes et extemes, ce qui influence la decision de progresser en phase S ou encore de
rester en Gl. Les consequences de cette decision sont profondes et opposees : la replication
versus 1'arret de croissance. Dans Ie contexte d'un organisme complexe, la decision d'aller vers
1'arret de croissance peut resulter en plusieurs conditions differentes. Elles incluent 1'entree en
GO reversible (quiescence) ou ureversible (senescence), la differenciation ou la mort cellulaire
(Philipson et Sorrentino, 1991). On a vu que 1'homeostasie englobe plusieurs mecanismes et que
ces mecanismes etaient tres bien regules. On peut dire egalement qu'elle englobe plusieurs
families de proteines qui ont a jouer des roles importants au niveau de cette regulation. Le
spectre de fonctions des proteines ayant un role negatif sur la croissance, dans les voies d'arret
de croissance et d'apoptose reste souvent a determiner.
Les PKs sont liees etroitement aux mecanismes moleculaires impliques dans de nombreux
processus cellulaires comme Ie controle de la proliferation et de la differenciation cellulaire. Ie
metabolisme, la survie cellulaire et 1'expression genetique. Les processus dans lesquels elles sont
majoritairement impliquees et qui m'iateressent tout particulierement, sont les controles de la
differenciation et de la proliferation cellulaire. La maitrise de ces mecanismes cellulaires est
depuis de nombreuses annees accorde en partie a 1'activation de certains membres de la famille
des proteines kinases qui repondent a des signaux extracellulaires (Johnson et Vaillancourt,
1994).
Les proteines kinases ( du grec kinein: stimuler) preiment leur nom de 1'existence merne de leur
activite catalytique, laquelle a pour propriete d'activer d'autres proteines. Cette activation par la
phosphorylation survient lors du ti'ansfert de groupements phosphates sur des residus acides
amines particuliers. La specificite du chofac pour ces residus mene au classement de ces proteines
en trois classes principales: 1) les proteines tyrosine kinases qui ont la capacite de phosphoryler
les residus tyrosines 2) les serine/threonine kinases qui ajoutent des groupements phosphates a la
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fois sur les serines et les threonines 3) finalement les kinases ^ double specificite qui
phosphorylent les trois groupements acides amines mentionnes pr^cedemment pour les deux
autres classes. Cette famille de proteines, qui catalyse Ie transfert du y-phosphate de 1'ATP ou du
GTP, est 1'une des plus grandes et des plus diversiflees. En effet, les proteines de cette famille
qui compte au-dela de 400 membres, possedent une riche diversite d'activites. Elles poss^dent
egalement une grande variete de stmctures, d'activations et de substrats (Hanks et Hunter, 1995).
Bien que tres diversifiees, ces proteines sont apparentees entre elles par leur domaine kinase
homologue (aussi connu sous 1'appellation de domaine catalytique). Ce domame consiste en une
sequence de 250 a 300 acides amines divisee en 12 sous-domaines conserves qui adoptent une
structure similaire lors du repliement de la proteine (Hanks, 1991) (Figure 1.). Les prmcipaux
roles qui peuvent etre attribues a ce domaine catalytique sont la liaison et 1) orientation a la fois
de 1'ATP (ou GTP) et du substrat dans des positions pennettant Ie transfert du y-phosphate sur
les residus accepteurs (Ser, Thr ou Tyr) du substrat (Hanks et Hunter, 1995).
En regard de la nature et des caracteristiques de leurs structures, les PKs participant a la
transmission de signaux extracellulaires peuvent etre considerees et classees en deux groupes
distincts, soit les recepteurs cellulau-es et les transducteurs cytoplasmiques. Dans im premier
temps, les r^cepteurs sont responsables de la transmission de signaux exterieurs vers 1'interieur
de la cellule. Par la suite, les transducteurs cytoplasmiques prennent la releve et transportent les
signaux dans la portion inteme de la cellule. Les recepteurs lient specifiquement des molecules
signaletiques extracellulaires et initient une reponse controlee dans la cellule cible. Les membres
les plus illustres de ce groupe etant les recepteurs du EGF « epidennal growth factor », du IGF-1
«insulinlike growth factor », du FGF « fibroblast growth factor » et du PDGF « platelet-derived
growth factor ». Dans la majorite des cas, les recepteurs kinases ont une speciflcite d'action pour
les residus tyrosines ; la liaison du ligand au domaine extracellulaire mene a la dimerisation du
recepteur et a un chaagement de conformation qui stimule 1'activite kinase mtracellulaire et
intrinseque speciflque de la tyrosine. On retrouve une exception bien connue. Ie recepteur du









S/T kinases XXXXXXXXXXXXXXXXH.. HRDXKXXNXX...KXXDFGXXXX ...XXXXXXXXXXPE
Z PK LLVDWSMGIAGGMNYLH.. HRDLKS PNML...KISDFGT SKE. . . STAGWAWMAPE
« subdomain » Via VIb VII VIII
S/T kinases WXXXG........XXXXXXXXXX. ...... ..R
ZPK WSMFG........NSLHLPVPSS.........R
« subdomain » IX X XI
Figure 1. Representation de la structure et du repliement cTun domaine kinase. A-
Structure 3D representant les sous-domaines kinases (« subdomam ») dans leurs repliements. B-
Alignement des elements conserves pour les serme/threonine kmases (S/T kinases) et pour ZPK.
Les elements conserves chez ZPK sont en gras, les « subdomain » kinases sont representes en
chiffres romains et Ie code des acides amines a une lettre a ete utilise (X representant n'importe
quel acide amine) (Tableau 1.). La partie du sous-domaine VIII en gras/italique represente Ie
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L'autophosphorylation du recepteur sur ces residus tyrosines est importante. Suite a cette
phosphorylation, des changements de proprietes du domaine cytoplasmique surviennent
et enclenchent Ie processus qui pennet 1'activation et la liaison des prot^mes cytoplasmiques
pour ainsi induire la signaUsation. En plus de 1'autophosphorylation, Ie recepteur a egalement la
capacite de phosphoryler d'autres proteines cibles dans Ie cytoplasme activaat ainsi (ou
inactivant) des voies de transduction qui ont des effets differents sur la cellule. La
phosphorylation de ces proteines cibles est la voie majeure pour faire passer un signal Ie long
d'une cascade, mais ce n'est pas la seule maniere d'y parvenu-. En effet, quelques proteines liant
les recepteurs phosphoryles peuvent etre activees sans avoir de groupements phosphates
transferes sur leur structure (Lewm, 1994). On visualise avec ces differentes subtilites. Ie
processus initie par un recepteur kinase pennettant amsi de constituer une cascade de signaux de
transduction. La suite du processus englobe plusieurs acteurs distincts qui commencent a etre de
mieux en mieux defmis et d^limites.
Avec Ie developpement de la biologie cellulaire et moleculaire, plusieurs protemes impliquees
dans les reseaux de signalisation out ete clonees, caracterisees et associees a de nombreux
processus cellulaires. Cela nous a pennis de decouvrir differents arrangements et interactions
entre ces proteines qui out permis de visualiser 1'ensemble de la signalisation. On commence, par
ce fait, a comprendre et a d^montrer que 1'integration des signaux vient des nombreux motifs et
domaiaes se retrouvant sur les proteines de transduction. La presence de ces domaines pennet de
reguler la specificite de 1'organisation des cascades et des signaux qui y sont vehicules (Johnson
et al., 1996).
L'activation du r^cepteur s'ouvre sur Ie monde de la signalisation intracellulaire ou se cotoient
non seulement des PKs intracellulaires, mais egalement de nombreux autres acteurs dont les
petites GTPases, des adapteurs cytoplasmiques, les proteines G et des seconds messagers
lipidiques. Ces transducteurs cytoplasmiques de premier plan fonnent un reseau qui s'erige
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comme une toile d'araignee differemment construite selon la particularite des molecules de
signalisation exprimees dans une cellule cible. Dans cet ensemble, il y a done de nombreuses
combinaisons possibles pour relayer au noyau. Ie message qui ira reguler I9 expression genetique
par F activation de facteurs de transcription. Cette representation caricaturale rend egalement
justice a la presence d'une quantite indetennmee de communications (« cross-talk ») survenant
panni les voies de transduction. Dans certams cas, un meme signal peut ainsi voyager
simultanement par plus d'un chemin. De plus, de nombreuses voies peuvent etre activees en
paraUele a un meme stimuli extracellulaire. Par consequent, ces differents chemins utilises
peuvent agir soit en synergie ou par opposition fonctiormelle (antagonisme). Les liens entre les
differentes voies ameneraient une balance dynamique donnant a la cellule la chance de controler,
a plus d'un niveau, la circulation cellulaire responsable de 1'integration des processus. Ce reseau
complexe de signalisation est egalement sujet a des variations au niveau de I'intensite et de la
durabilite de 1'activation. Par exemple, si on prend Ie modele des PKs, celles-ci sont soumises a
une regulation stricte et importante, issue de plusieurs mecanismes qui se combinent pour
maintenir la specificite de la signalisation, la duree de la stimulation et 1'intensite de 1'activation.
L'un de ces roles de regulation est attribue aux proteines phosphatases, qui dephosphorylent et
inactivent les kinases (Waskiewicz et Cooper, 1995).
La participation importante des PKs dans les cascades de signaux est un fait saillant de la
signalisation cellulaire. La transduction de signaux est un processus precis qui regule 1'envoi et
1'amplification de signaux vers des cibles precises. Ce sont les transducteurs cytoplasmiques qui
sont responsables de la transmission du message vers Ie noyau ou s'efifectue 1'expression de
genes specifiques. Ces demiers modifient et modulent, par la suite, Ie comportement cellulaire.
Les proteines qui transportent ces signaux, meme si elles catalysent souvent des evenements
comme la phosphorylation, affectent generalement un certam nombre precis de cibles
moleculaires et montrent souvent une separation entre leur fonction catalytique et leurs regions
extra-catalytiques. Ces demieres regions pemiettent souvent de cibler Ie substrat au centre
catalytique, de lier les transducteurs cytoplasmiques a des partenaires ou encore de localiser des
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complexes proteiques dans des regions cellulaires precises. Us viennent en quelque sorte reguler
1'activite des proteines qui les possedent.
Ces regions extra-catalytiques sont de plusieurs types mais peuvent etre majoritairement
caracterisees comme des domaines de liaison. Ceux-ci representent souvent des modules
distmcts, constmits pour reconnaitre specifiquement une structure particuliere amenant ainsi un
controle de specificite pour la sigaalisation cellulaire. Us modulent 1'interaction de proteines et
par consequent determinent Ie coeur meme des voies de transduction (Cohen et al., 1995). Les
interactions prot^iques sont etudiees depuis longtemps, mais la realisation de 1'importance des
domaines de liaison dans I'activite des PKs a emerge avec la reconnaissance de 1'oncogene Src
« Rous sarcoma vims ». Cette proteine possede non seulement un domaine tyrosine kinase mais
egalement deux autres domaines non-catalytiques r^gulaat son activite : les domames SH2 et
SH3 (pour « Src homology modules ») (Koch et al., 1991). Les domaines SH2 reconnaissent et
lient les tyrosines phosphoryl^es tandis que les domaines SH3 sont aptes a Her des sequences
riches en proline longues de 8 a 12 acides amines et contenant Ie motif PXXP (les X representant
un acide amine particulier) (Pawson et Gish, 1993). Cette reconnaissance a donne naissance a
plusieurs investigations qui ont pemiis de reconnaitre d'autres domaines importants pour la
signalisation. EUe a egalement pave la voie a 1'etude des mteractions proteines-proteines ainsi
qu'au developpement de nouvelles techniques dediees a Fetude de ces interactions.
La mise en commun des differentes notions dans Ie contexte du fonctionnement des reseaux de
signalisation, nous permet d'assembler une autre piece du puzzle. L'existence de tyrosines
phosphorylees sur les recepteurs kinases est 1'element d^clencheur, soit 1'origine mtracellulaire
de la transduction initiee par ce type de recepteur. Le domaine intracellulaire phosphoryle sur les
tyrosines peut s'associer de fa9on stable avec des cibles pardculieres et sert ainsi de relais pour Ie
signal. La majorite des proteines ciblees par les recepteurs utilise les domaines SH2 pour s'y
fixer. Ces domaines lient specifiquement les phospho-tyrosines du recepteur, mais sont
incapables de lier 1'etat non-phosphoryle de celui-ci. L'autophosphorylation du recepteur amene
done Ie recmtement et la localisation cellulaire des premieres proteines impliquees dans la
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transduction de signaux via leurs domaines SH2. Plusieurs de ces protemes sont des enzymes [
i.e. pl20Ras , SHP-2, phosphoinositide 3-kmase (PI3-K), Src et PLCy] qui voient leur activite
enzymatique accentu^e. Les autres sont des proteines adapteurs (GRB2, SHC, et NCK) qui lient
des proteines cibles particulieres et les delivrent au recepteur active (Denhardt, 1996).
Les GTPases
Sur la route vers Ie noyau, dans la liaison des voies de transduction entre la membrane et les
cibles nucleaires, on rencontre de nombreux membres qui appartiennent a differentes families.
L'une d'entre eUes, la famille des GTPases emerge de plus en plus comme membre important
dans la signalisation cellulaire. Les GTPases sont de petites proteines liant Ie GTP (proteines-G).
Cette superfamille de proteines peut se subdiviser en plusieurs sous-familles dont deux sont
impliquees dans la transduction de signaux : celles de Ras et de Rho. La premiere contient trois
genes similaires soit, H-ras, N-ra5 et K-ras. L'activation des membres apparentes a Ras mene,
via les voies de transduction, a des evenements qui regulent des processus comme la croissance
cellulaire, la differenciation et Ie developpement. Les GTPases Ras induisent la proliferation
chez de nombreux types cellulaires, la differenciation chez les PC 12 et les formes oncogeniques
transfomient plusieurs lignees cellulaires (Bokoch et Der, 1993). La sous-famille de Rho, qui
mclut Rho-A, -B, -C, -G, Racl, Cdc42 et TC10, joue un role dynamique dans la regulation du
cytosquelette d'actme. Recemment, ces demieres ont egalement ete impliquees dans la
regulation de cascades de signaux de transduction. Ce sont specifiquement Racl et Cdc42 qui
out demonte la capacite d'activation des membres de la famille des « mitogen-activated protein
kinases » (MAPKs). En effet, les « c-Jun NH2-temiinal kinase (JNK)/stress-activated protein
kinase (SAPK) » et la voie p38 sont activees par ces GTPases suivant des stimuli extracellulaires
(Coso et al; 1995 ; Minden et al., 1995). Les fonnes Racl et Cdc42 liees au GTP ont demontre
leur capacite de liaison et d'activation sur les proteines kmases p65 , pl 20 et
MLK3/SRPK/PTK1, permettant aussi d'associer cette famille de GTPases a des cascades de
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transduction impliquant des kinases (Manser et al., 1993 ; Teramoto et al., 1996). La liaison a
ces proteines est realisee par 1'entremise d'un motif particulier, un domame d'interaction nomme
CRIB « Cdc24/Racl Interactive Binding region ». Les candidats potentiels contenant des motifs
similaires incluent certains membres de la famille des « Mbced Lineage Kinase » (MLKs) dont
ZPK fait partie (Burebelo et al., 1995).
Finalement, plusieurs evidences demontrent que Ras, aussi bien que les recepteurs EGF et TNF
a, effectuerait une signalisation jusqu'aux JNKs en passant par les GTPases Cdc42 et Racl.
Cette situation se rapproche enormement de 1'interaction classique de Ras et Raf et suggere que
la famille Rho pourrait initier egalement une cascade de kinases. L'hypofhese d'un lien direct
des petites GTPases a la voie INK pourrait etre une cible interessante pour de futures
investigations. Les JNKs contribueraient ainsi b 1'effet biologique de ces GTPases sur Ie controle
de la croissance et la proliferation cellulaire.
LesJNKs
La voie des JNKs/SAPKs qu'active les GTPases Cdc42/Racl fait partie de la grande famille des
MAPKs, famille de kinases qui prend une place remarquee dans la litterature actuelle. Chez les
mammiferes, plusieurs genes connus codent pour des MAPKs et se divisent en trois sous-
groupes distincts : les ERKs, les JNKs/SAPKs et fmalement p38 MAPK (Cano et Mahadevan,
1995). Jusqu'a maintenant, on a visualise comment faire Ie lien avec la transmission de signaux
entre la membrane et Ie noyau. Pour mieux comprendre 1'arrangement de la signalisation, une
mise en contexte de la propagation des ces signaux de transduction impliquant plusieurs
participants, dont les proteines MAPKs, est repr^sentee a la Figure 2-A. Ces voies englobent
d'importants mediateurs de signaux de transduction qui regulent 1'expression genetique. Les
signaux extracellulaires transportes par ces proteines se traduisent en une variete de processus
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physiologiques differents, tels que la proliferation et la differenciation cellulaire, 1'mhibition de
croissance et 1'apoptose. Plusieurs etapes et membres de ces voies de transduction sont connus et
conserves chez la levure et chez les cellules de mammiferes. Les membres de ces families sont
separes en plusieurs cascades differentes, qui regulent habituellement des processus
physiologiques differents, tout en demeurant etroitement liees. Chacune de ces cascades consiste
en UNE succession de plusieurs modules qui suivent la nomenclature de Seger et Krebs et
nomment les differents niveaux de kuiases sans regard a leurs voies: les niveaux MAPK,
MAPKK et MAPKKK (Ie niveau MAPK etant Ie niveau Ie plus en aval comparativement a
1'initiation du signal a la membrane cellulaire) (Figure 2-B.).
Pour ce qui est de la voie des JNKs, qui m'interesse particulierement, elle doit son identification
a la demonstration de 1'activite kmase qui pennet la phosphorylation du facteur de transcription
c-Jun, sur son domaine d'activation dans les cellules exposees aux rayonnements ultraviolets
(Hibi et al., 1993). Cette activite kinase speciflque a ete designee « c-Jun NHz-terminal kinase »
(JNK). Pourquoi s'interesser a la voie des INKs/SAPKs ? Premierement, parce que les JNKs
sont activees par deux membres de la famille des MLKs, dont ZPK lui-m^me (Hirai et al., 1996;
Rana et aL, 1996) et que les proteiaes de cette voie sont impliqu^es dans des processus pouvant
se traduire par un arret de la croissance, par de la differenciation cellulaire et de Papoptose.
Les JNKs/SAPKs peuvent etre activees par une multitude de stunuli extracellulaires mcluant de
nombreux stress environnementaux. Elles tirent de ces demiers leur nom homologue de "Stress-
Activated Protein Kmase" (SAPK). Pour accomplir leur activite, elles requierent 1'habilit^ a
interagu- avec Ie domaine d'activation de c-Jun (Kallunki et al., 1994). D'autres travaux utilisant
Ie domaine d'activation de ce facteur de transcription comme substrat ont permis de demontrer
que la phosphorylation etait Ie resultat de la presence de proteines differentes : JNK1
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Figure 2. Voies de transduction : les MAPKs. A- Un modele courant illustrant les
branchements et les convergences des prmcipales kinases ainsi que les GTPases controlant
Factivite des membres de la voie des MAPKs. Les stunuli extracellulaires menent
communement a 1'activation des GTPases comme Ras, Racl, Cdc42 et resultent dans
V activation de nombreuses serme/threonine kmases incluant Raf, MEKK, les « mixed Imeage
kinases» MLK3 et ZPK/DLK/MUK. L'activation des membres de la famille des MAPKs
contribue a la detennmation de differents evenements cellulaires. B- Modules kinases
caracterisant les differents niveaux de la famille des MAPKs.
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(46 KDa) et JNK2 (55 KDa) (Hibi et al.,1993). Tout recemment, il a toutefois ete demontre que
les JNKs ne se limitaient pas seulement a ces deux fonnes. En effet, 1'^quipe de Davis a continue
a les caracteriser et a isole pas moins de dbc isoformes differents de JNK1, JNK2 et JNK3
(Guptae^/.,1996).
Une analyse de la sequence primaire en acides amines, deduite de JNK1 et JNK2, indiquait que
celles-ci etaient distancees par rapport a leurs consoeurs ERKs, les premieres MAPKs
decouvertes. L'analyse a toutefois montre que les sites d'activation etaient conserves entre les
deux sous-familles. La presence de sites d'activation est un aspect de dans la regulation des
PKs. En effet, plusieurs de ces enzymes sont phosphorylees sur un ou des residus localises sur
un segment particulier dans Ie milieu du domaine kinase. Cette portion du domaine catalytique
est nomme « segment d'activation » (Johnson et al., 1996). Get aspect d'importance, defini une
caracteristique qui est commune aux proteines du niveau MAPK englobees par cette famille.
C'est ainsi que leur activation se fait par la phosphorylation sur des sites conserves, qui sont
localises a I'interieur d'un motif distinct. La phosphorylation s'effectue a la fois sur des r^sidus
tyrosines et threonines dans Ie segment d'activation TXY ou, 1'acide amine variable (X) peut etre
une glycine (G) (p38), une proline (P) (INK) ou un acide glutamique (E) (ERK). Ces sites
d'activation pour les MAPKs sont localises dans la region entre les sous-domaiaes kinases VII et
Vffl (Figure 3.).
Les proteines qui les activent, exhibent done une activity catalytique a double specificite qui
reflete un interet special dans la regulation des signaux MAPKs. La distinction de ces motifs
amene aux diverses proteines (kinases a double specificite) capables de les phosphoryler, une
specificite relative quant a la capacite de reconnaissance de leurs substrats, amenant ainsi un
niveau de regulation entre les differentes voies. Par exemple, la phosphorylation des motifs TEY
se fait par des proteines incapables de phosphoryler significativement les motifs TGY et TPY.
Plus concretement, MEK1 et MEK.2 (Figure 2-A.) stimulent les ERKs mais sont inaptes a
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activer les JNKs ou p38 MAPK. L'ensemble des etudes semble s'entendre sur Ie fait que les
ERKs sont activees significativement par des proteines differentes de celles qui activent les
INKs et p38 MAPK (Derijard et aL,1995).
La region comprise entre les sous-domaines kinases VII et VIII est reconnue pour etre impliquee
dans la regulation d'une multitude de PKs incluant bien sur les MAPKs, mais aussi les
MAPKKs, les MAPKKKs et plusieurs autres. Le motif de phosphorylation n'est toutefois pas
toujours Ie meme. En effet, pour la plupart des MAPKKs et des MAPKKKs Ie motif d'activation
est SXAXS/T et implique une phosphorylation par des serme/fhreonine kinases (Figure 3.).
Cascades de transduction et specificite
Plusieurs evidences montrent qu'il y a une specificite entre les cascades transportant les signaux
de transduction generes par les recepteurs et les PKs. Les cascades MAPKs n'echappent pas a
cette regle. Les voies paralleles que representent les ERKs, les JNKs et p38 MAPK ont chacune
des activateurs qui peuvent etre specifiques ou communs et qui, lorsqu'ils exercent leur fonction
de stimulation. Ie font de fa9on precise. De plus, plusieurs motifs et domaines pennettraient de
reguler 1'organisation de ces cascades. La formation de complexes proteiques guides par ces
domaines amenerait au niveau de la signalisation des caracteristiques particulieres et precises
(JonhsoTietal.,1996).
La voie d'activation des JNKs est dependante de la kinase JNKK1/MKK4 qui est une kinase a
double specificite regulaat 1'activite du niveau MAPK. JNKK semble etre 1'element central par
lequel passe la plupart des signaux activant la voie JNK (Figure 2.). La «Mitogen-





































Figure 3. Comparaison des differents sites de regulation de V activation des MAPKs. La
sequence decrite represente une partie du sous-domaine kinase VIII qui est detemiinee par
comparaison de sequences homologues entre ces proteines. Le site d'activation pour les MAPKs
est localise dans la region entre les sous-domaines VII et VIII. Cette region, nommee boucle Lu,
est impliquee dans la regulation de multiples kinases incluant les MAPKs, MAPK Kinases, les
MAPKK Kiaases (Marshall, 1994). Les sites d'activation par la phosphorylation (en gras) pour
chacune des proteines sont marques par un asterisque. A noter que la presence de ZPK/DLK
s'est fait par comparaison de sequences homologues et que ce site est « potentiellement»
implique dans son activation mais n'est pas demontre actuellement.
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regule 1'activite de JNKK. L'activation de cette proteine mene majoritairement a la
phosphorylation des JNKs, mais egalement a celle des ERKs et de p38 (Yan et al., 1994). L'une
des voies menant aux JNKs passe done par MEKK1. Cette voie MEKK1-JNKK-JNK demeure
sans reponse a 1'activite de c-Raf, ce qui demontre clairement la faible activation venant de p21
(Figure 2-A.). L'identite des molecules qui regulent directement MEEXl est encore inconnue.
Toutefois, les principaux activateurs de MEKK1 sont Ie recepteur du EGF, Ie second messager
que represente les ceramides, Racl et Cdc42. Si on revient au niveau MAPKK, en plus de
MEKK1 plusieurs proteines ayant la capacite d'activer JNKK sont connus (Figure 2-A.). Les
MLKs (ZPK et MLK3), GCK et PAK out deja demontre leur potentiel ^ ce niveau (Fanger et al.,
1997). On voit tres bien, par ces differents exemples, que la signalisation cellulaire est tres
complexe et qu'il reste beaucoup de chemms a parcourir pour comprendre Ie fonctionnement
reel de cette mosaique cellulaire.
Kinases et inhibition de croissance
Les kinases ont souvent ete exclusivement associees a la proliferation cellulaire et a
1'oncogenese. II est vrai que la majorite des kinases est positivement impliquee dans la
proliferation cellulaire. On peut egalement leur attribuer des r61es dans 1'arret de la croissaace et
1'apoptose. L'arret de la croissance est un processus actif controle par 1'action de nombreux
types de signaux et les PKs en font parti. Les principales PKs liees au controle negatif de la
proliferation et retenant particulierement mon attention sont c-Abl et certams membres de la
sous-famille des HSIKs. Le gene de c-Abl code pour une proteine tyrosine kinase qui peut etre
localisee a la fois dans Ie cytoplasme et dans Ie noyau. Elle partage les caracteristiques
structurales de la famille tyrosine kmase Src et inhibe la croissance cellulaire en causant mi arret
du cycle cellularre. Sa sur-expression mene a un arret de croissance similaire a ce que 1'on
observe avec les genes supresseurs de tumeurs comme p53 et pRb (Sawyers et al., 1994). II a ete
demontre qu'il existe un lien entre cette proteine tyrosine kinase et la proteme supressive de
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tumeurs p53. Le fait de trouver c-Abl s'associant a la proteine p53 supporte un role dans la
regulation du cycle cellulaire. La phosphorylation semble etre egalement un moyen de controler
la fonction de cette proteine qui est phosphoiylee de fa9on differentielle sur une serie de serines
et threonines durant la progression du cycle cellulaire (Goga et a/., 1995).
Les membres des INKs demontrent des roles relies a Fapoptose, 1'arr^t de croissance (delai dans
Ie cycle cellulau-e), la differenciation cellulaire et la reparation de PADN. Cette cascade de
transduction est activee par les cytokines inflammatoires TNF-a et IL-6 ainsi que par une variete
de stress cellulaires comme les UV, les radiations ionisantes, les chocs thenniques et les stress
oxydatifs. La demonstration recente des capacites d'activation de la voie des JNKs par ZPK
amene un interet particulier. ZPK pourrait avoir un role relie a certains processus relies a 1'arret
de croissance et avoir un role ajouer dans 1'homeostasie cellulaire. C'est dans la perspective tres
importante de comprehension des fonctions cellulaires dans une perspective globale, que 1'etude
du role biologique de ZPK devient importante.
ZPK
ZPK est une serine/fhreonine kinase, membre de la famille des MLKs, qui a ete clonee a la fois
chez Phumain (Reddy et Pleasure, 1994), chez la souris (ZPK;DLK) (Holzman et al., 1994 ;
Blouin et al., 1996) et chez Ie rat (MUK) (Hirai et al., 1996). Les trois especes demontrent, avec
95% d'homologie sur 1'ensemble de la sequence, une remarquable conservation dans
1'evolution. Comme les autres MLKs, ZPK possede la caracteristique que son domaine
catalytique est pourvu des similitudes des deux activites kinases (serine/fhreonme et tyrosine)
mais avec la seule activite typique demontree pour les serme/threonme kinases (Dorow et al.,
1993). La stmcture des membres de cette famille se distingue par la presence de domaines
particuliers pouvant jouer des roles interactifs dans la transduction des signaux (Figure 4.). Les
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MLKs contiennent, pour la plupart, un motif SH3 a leur extoremite NHi-tenninale. Ce demier est
absent chez ZPK. Des regions riches en proline pouvant servir de cibles a la liaison de domaines
SH3 se retrouvent aux extremites de part et autre du domame catalytique. De plus, elles
possedent deux motifs « Leucine/Isoleucine zipper » separes par 25 acides amines, situes non
loin de 1'extremity COOH-terminale et suggerant la possibilite de dimerisation et/ou
cT association avec d'autres proteities (Landschulz et al., 1988). MLK3 et ZPK possedent
egalement un domaine CRIB modifie en depit du fait que ZPK se montre incapable de lier les
GTPases Cdc42 et Racl (Burbelo et al., 1995). Le gene chez la souris a ete assigne au
chromosome 15 dans les environs du locus de bl/Koa (Watanabe et al., 1997).
Au niveau des neurones, il est demontre que la presence de la prot^me etait associee, avec des
caracteristiques differentes, a la fois aux fractions membranaires et cytosoliques. Dans la fraction
cytosolique, ZPK existerait sous les formes phosphorylee et non phosphorylee, tandis que dans
la fraction associee a la membrane, la proteme existerait seulement sous 1'etat phosphoryle. Une
caracteristique interessante completant cette observation, est qu'en migration sur SDS PAGE
non reducteur la fraction cytosoUque migre a 130 KDa pendaat que la fraction associee a la
membraae migre a environ 260 KDa. Ces experiences suggerent que ZPK pourrait former des
homodimeres lies de fa9on covalente in vivo (Mata et al., 1996). De plus, une observation
recente de notre laboratoire demontre par immunohistochimie que ZPK pourrait etre associee au
reseau membranaire de 1'appareil de Golgi dans les cellules NIH 3T3 (Blouin et al., non
publics ). Ces demises observations suggerent que ZPK aurait avoir la capacite de se lier aux
membranes. Les differents etats de phosphorylation observes chez les neurones m'amene a
suggerer un modele hypothetique d'activation pouvant reguler les etats dans lesquels ZPK
pourrait se retrouver in vivo (Figure 5.). Des etudes d'expression out demontre que ZPK etait
exprimee de fa9on preferentielle dans Ie cerveau chez les populations de cellules neurales. Dans
ce compartiment de cellules, ZPK serait presente dans la terminaison synaptique ou elle serait
enrichie et associee a la fois a la membrane plasmique et au cytoplasme (Mata et al., 1996). Des
analyses d'hybridation in situ revelent une expression differentielle du transcrit de ZPK et
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Figure 3. Structure schematique de la proteine ZPK. G-P represente un domaine riche en
glycine-proline et G-P-S represente un domame riche en glycme-proline-serine. Le domame
« Leucine zipper » est compose de deux motifs distincts separes par 25 acides amines et est
susceptibles d'amener la dimerisation de la proteine. Le domaine kinase est responsable de
Pactivite effective de la proteine. Les regions riches en G-P et G-P-S n'ont pas encore de role
connu.
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des niveaux variables de celui-ci dans des populations de cellules hautement differenciees dans
de nombreux organes et tissus chez la souris (Bloum et al., 1996). De plus, durant
Pembryogenese chez la souris. Ie gene ZPK demontre un patron d'expression remarquable
durant les differents stages de developpement et ce, dans les tissus neuraux aussi bien que dans
les epitheliums de nombreux organes (Nadeau et al., 1997). Ces experiences ont demontre que
1'ARNm de ZPK etait principalement localise dans des regions ayant atteint un haut niveau de
differenciation terminale. Ce patron d'expression specifique suggere un role dans les processus
de controle de la croissance, de la differenciation cellulaire ainsi que dans la maintenance et Ie
developpement de cellules specialisees.
L'exposition des cellules de la lignee de carcinome embryonnaire de souris, Pl 9, a 1'acide
retinoique induit la differenciation de celles-ci en neurone. Cette induction est accompagnee
d'une augmentation notable de 1'expression de ZPK. Ce resultat reitere egalement 1'idee
d'implication de ZPK dans la differenciation et Ie controle de la proliferation cellulaire (Daigle et
al., non public ).
Des etudes au niveau des cascades de transduction ont demontre que ZPK etait implique dans la
vote qui mene a 1'activation de JNK1 s'observant par une 1'hyperphosphorylation de c-Jun (Hirai
et al., 1995). Cette activation serait similaire a celle obtenue avec MEKK1, tout en ayant une
selectivite pour la voie de JNECs (MEKK1 activant egalement les ERKs et p38). Malgre cette
demonstration, la structure de la proteine ZPK se distingue de celle obser^ee pour les MAPKs.
Cela confimie qu'une multitude de voies de signalisation converge vers les JNKs. Cette
premiere publication a ouvert la porte a une seconde presque identique dans son contenu,
appartenant au groupe d'Holzman (Fan et al., 1996). Us ont repris les experiences d'Hirai et al.
en ajoutant quelques donnees interessantes sur la localisation de la proteine dans la signalisation
cellulaire. Us suggerent que ZPK lierait les GTPases Racl et/ou Cdc42 et MEKK1 a la voie
partant de v-Src et se dirigeant vers les INKs/SAPKs et p38(Fan et al., 1996). Outre la
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Figure 5. Modele hypothetique d'activation de ZPK. Ce modele d'activation est base sur les
resultats obtenus chez les neurones (Mata et al., 1996) et les observations faites par
immunohistochimie chez les NIH 3T3 (Blouin et al., non publics ). On observe dans ce modele
que la forme dimerique se retrouve a la membrane dans 1'etat non phosphoryle. La
phosphorylation amene la perte de 1'etat dunerique amsi que Ie deplacement de la proteine vers
Ie cytoplasme ou la proteine activee par la phosphorylation pourrait exercer son action. L'arret
de Faction s'effectuerait par la dephosphorytion potentiellement obtenue par 1'entremise d'une
phosphatase. La forme dephosphorylee retoume a la membrane, se dunerise et tennme ainsi Ie
cycle d'activation hypothetique.
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(1) Communication ecrite, 1997
demonstration de ces engagements dans la voie des JNKs et les etudes d'expression par
hybridation in situ, la fonction de ZPK demeure obscure.
Toutefois, F implication de ZPK a un niveau particulier dans les processus de regeneration de
certains tissus a pu etre d^montre par des etudes d'expression. Une regulation de 1'expression de
ZPK a pu etre observee dans la regeneration d'une fracture du femur chez Ie rat, avec un
maximum d'expression couicidant avec la chrondrogenese et la formation des os (Matsui et al,
1996). Les modeles d'hepatectomie et de pancreatectomie out aussi demontre des augmentations
importantes d'expression du gene suivant les blessures affligees a chacun des organes (Douziech
et al., non publics ). Des roles dans Ie controle de la proliferation ou dans Ie maintien de 1'etat de
differenciation des cellules du tissu atteint, sont egalement a considerer suite a ces observations.
ZPK demontre des similarites stmcturales avec les MLKs. Cette homologie permet de faire un
rapprochement avec de recents resultats demontrant que MLK3/SPRK est egalement capable
d'activer la voie des JNKs (Rana et al., 1996). Des evidences ont ete apportees sur la liaison in
vivo de cette proteine aux GTPases Cdc42 et Racl (Teramoto et al., 1996). La presence de
MLK3/SPRK dans Ie meme environnement rapproche de la signalisation cellulaire que ZPK
permet d'emettre des hypotheses interessantes sur la presence possible d'interactions
heterodimeriques entre les membres de cette famille. Ces liaisons pourraient se faire par
1'entremise de leurs motifs « Leucme/Isoleucine zipper » ou encore par 1'interaction de domaine
SH3 de MLK3/SPRK avec les regions riches en proline de ZPK. Ces iateractions pourraient etre
interessantes pour exercer differentes fonctions daas les voies de transduction.
La voie des JNKs est activee preferentiellement par les cytokines et les stress cellulaires. Elle
induit, via ces stimuli, des arrets de croissance et de 1'apoptose. L'accumulation des evidences
impliquant ZPK dans Ie controle de la differenciation et de la proliferation mis en commun avec
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la demonstration de son implication dans la voie des JNKs, amene des donnees interessantes sur
la determination de la fonction de cette kinase. C'est dans Ie but d'approfondu' plus en detail la
fonction de ZPK dans Ie controle de la croissance cellulaire, que j'ai examme 1'efFet de la sur-
expression du g^ne sur les cellules NIH 3T3.
Projet de mattrise
Le controle negatif de la croissance, incluant 1'arret de croissance et la mort cellulaire
programmee, peut etre etudie pour comprendre comment Fhomeostasie cellulaire est maintenue
et comment les alterations survenant dans 1'equation du maintien de 1'homeostasie peuvent
contribuer eventuellement a la transfonnation cellulaire. Les cellules des organismes
multicellulatres ne sont pas parfaitement accessibles pour des observations detaillees in situ de
phenomenes relies a la croissance et a la differenciation cellulaire. C'est pour cette raison que la
majorite des etudes touchant ces processus se font in vitro par Fentremise de modeles cellulaires
en culture de cellules et tissus.
Afin d'approfondir la fonction reelle de ZPK sur la croissance cellulairej'ai utilise la culture de
cellules ainsi que des etudes de sur-expression du gene ZPK dans la lignee fibroblastique de
souris NIH 3T3. L'utilisation d'une combinaison entre la biologie moleculaire et cellulaire a
permis d'investiguer les effets causes par 1'expression de ZPK sur les proprietes de croissance
des cellules. Des vecteurs arborant 1'ADNc de ZPK out ete utilises pour mettre en evidence
Feffet exerce par 1'expression. Deux systemes d'expression differents permettant la sur-
expression out ete utilises : 1) un systeme d'expression exer9ant une action transcriptionnelle
forte et soutenue (i.e. une expression constitutive) 2) un autre pennettant une expression regulee
(i.e. une expression induite). Le controle inductible de ce demier, par un glucocorticoide, pennet
d'obtenir Fexpression dans des conditions precises durant P experimentation.
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L'expression stable de ZPK, exercee de fa9on constitutive, mene a une reduction dramatique de
la capacite de croissance des cellules mesuree par essai de formation de colonies. Cette
expression se traduisant par une incapacite d'obtenir des clones stables exprimant ZPK. Ceci
nous pennettait de relier les observations faites dans les experiences cThybridation in situ a un
r61e potentiel dans les mecanismes de controle de la proliferation cellulaire. Par opposition, la
sur-expression de FADNc de ZPK contenant une mutation du site de fbcation de 1'ATP n'affecte
en rien F expansion des cellules transfectees. Ce demier resultat vient en quelque sorte confmner
que 1'effet observe chez les fibroblastes 3T3 est issu non pas d'un effet toxique du produit de
1' expression (ARNm ou proteines) mais veritablement de 1'activite kinase intrinseque de ZPK.
Le type de mutation effectue est reconnu pour permettre 1'abolition de 1'activite catalytique de ce
genre de proteine (Hanks, 1991). Par la suite, I'utilisation d'un vecteur inductible a pennis de
controler 1'expression de ZPK et ainsi demontrer par des etudes de croissance et de syntheses
d'ADN, que ZPK avait reellement un effet negatifsur la croissance des NIH 3T3.
L'absence d'anticorps dirig^ contre ZPK ne permettait pas, lors de mes travaux, de verifier la
presence de la proteine. Je me suis done toume vers une alternative artificielle. C'est-a-dire
Futilisation d'une constmction contenant 1'epitope HA couple a ZPK, qui permettait de detecter
indirectement par Western et par immunohistochimie, 1'expression de la proteine. Ce demier
aspect realise en parallele, offre un outil moleculaire d'une grande utilite pour de fiitires
investigations.
Les resultats que j'ai obtenus, durant ma maitrise, viennent suggerer que ZPK peut agir comme
regulateur de la croissance cellulaire et que cette fonction serait mediee en partie par 1'activite
kinase intrinseque a la proteine (Bergeron et al., 1997) (Annexe 1.). Mis en commun avec les
resultats ulterieurs, cette regulation sur la croissance permet de croire que la proteine ZPK
contribuerait aux processus de differenciation en exer?ant un arret de croissance. Un controle sur
la croissance qui pourrait se traduire, soit par 1'entree en differenciation, soit en permettant aux
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cellules de conserver leur etat de differenciation termmale. Les etudes out aussi permis d'obtenir
un systeme de detection de la proteine par Ie couplage au determinant antigenique HA.
L'ensemble de ces travaux permet de franchir une nouvelle etape dans la comprehension du role
de ZPK et de FunpUcation des PKs dans Ie controle de la croissance et de la differenciation
cellulaire. Tout ceci devient particulierement interessant puisque plusieurs alterations, dans





1.1 Techniques de FADN recombinant
1.1.1 Souches de cellules
Lors des differentes manipulations de PADN, les souches bacteriennes Escherichia coli DH5a
(GIBCO BRL, Etats-Unis) et TOP10 Fl (Inviti-ogen, Etats-Unis) ont ete utilisees selon la
disponibilite.
Genotype:
DH5a: F", (|)80d/acZ-A-M15 ^(lacZYA-argF)W69 deoR recAl endAl hscSai^, mr+)
supE54 X' thi-1 gyrA96 relAl.
TOP10 P: F{hclq, TnlO(T^R)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) phi-SO lacZ-A-M.15 A-/^cX74
deoR recAl flmA139A-(ara-leu)7679 galU ga?L rpsL(StrR) endAl nupG.
Les DH5a™ et les TOP10 F' sont des souches recombinantes negatives designees pour la
replication stable de plasmides a grand nombre de copies. Le genotype de ces deux souches
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permet Ie criblage de vecteurs recombinants par la complementation de la P-galactosidase qui
fait reference au systeme de selection de colonies bleues/blanches. De plus, ces souches sont
recAl, ce qui augmente la stabilite des inserts et endAl qui augmente la qualite des plasmides
d'ADN purifies.
1.1.2 Croissance des cultures bacteriennes
En milieu liquide : les cellules ont ete cultivees, de fa9on generale, dans Ie milieu Luria-Bertani
(LB) (lOg/L bacto-tryptone, 5g/L bacto-yeast extract et lOg/L de NaCl (pH 7,0)) auquel j'ai
ajoute 1'antibiotique (ampicillme lOOng/ml) durant les periodes de selections des differents
plasmides. La croissance s'effectuait toujours a 37°C avec une agitation de 250 RPM.
En milieu solide : 1'ajout de 12,5 g/L d'agar equivalent a 1,25% au milieu LB permettait la
culture en milieu solide a 37°C. Les petris etaient incubes de fa^on inversee.
1.1.3 Cellules competeDtes et transformation
Les cellules competentes ont ete preparees par la mefhode classique du chlorure de calcium
(Maniatis et al., 1982). Les cellules competentes obtenues par cette procedure out ete conservees
a -70 C jusqu'a utilisation et ce, sans deterioration majeure de 1'efficacite de transformation. La
procedure de transformation qui a ete suivie integralement est celle du choc thermique a 42 C
(Maniatis^a/.,1982).
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1.1.4 ]Vlanipulations de FADN
1.1.4.1 Digestion
Les digestions ont ete effectuees avec des preparations commerciales d'enzymes de restriction
(Promega, Etats-Unis ; Pharmacia Biotech, Canada; Boehringer Mannheim, Canada), selon les
recommandations proposees par les fabricants. Les tampons utilises etaient ceux foumis par les
compagnies respectives. De fa9on routiniere, 1 a 2 unites d'enzymes par ^ig d'ADN ont ete
utilisees dans Ie tampon approprie et a la temperature recommandee pour 1 a 3 heures. Pour
visualiser les conditions precises de chacune des enzymes voir Tableau 2.
Tableau 2. Enzymes utilisees, conditions de reaction et fournisseurs
























Afin de joindre de fa9on covalente des fragments d'ADN, les procedures de ligation ont ete
effectuees a 1'aide de la T4 DNA ligase. De 1'ATP a une concentration fmale de 10 mM a ete
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utilises. Les conditions prescrites par Ie fabricant ont ete respectees a la fois pour les ligations
d'extremites cohesives eVou a bout franc.
1.1.4.3 Preparation d'ADN plasmidiques
Deux procedures differentes ont ete utilisees pour preparer 1'ADN plasmidique. Une premiere
ayant servi pour la preparation de petites quantites (mini-prep) et la seconde pour la preparation
de grandes quantites (maxi-prep). La procedure de mini-prep de lyse alcaline a etc utilisee pour
des volumes de culture de 1,5 ml afm d'obtenir de petites quantites d'ADN pour des procedures
d'analyse de digestion ou de sequence (Maniatis et al., 1982). La procedure de maxi-prep
utilisee devait permettent d'obtenu- de 1'ADN plasmidique d'une tres haute purete afin
d'effectuer, dans la majorite des cas, des transfections sur des cellules eucaryotes. La trousse de
preparation utilisee a ete la « QIAGEN Plasmid Maxi Kit » (QIAGEN, Etats-Unis) pennettant
d'obtenir la purification d'environ 500-1000 ^g d'ADN a partir de 100 a 200 ml de cultire en
milieu LB. Lors des differentes preparations, 1'ADN a ete mis en solution dans de 1'eau sterile.
1.1.4.4 Purification des fragments d'ADN
La purification d'ADN lors des differentes procedures de clonage a ete effectuee par Ie protocole
d'isolation de fragments d'ADN a partir d'agarose « Low-Melting Point Temperature » (LMP).
J'ai utilise preferentiellement une methode bas6e sur 1'utilisation du phenol : apres la procedure
d'electrophorese, on decoupe la bande contenant 1'ADN Ie plus petit possible et on estime Ie
volume selon la regle Ig d'agarose = 1ml. On double ainsi Ie volume avec du TE (10 mM Tris-
HC1, pH 8,0/lmM EDTA). Par la suite, on fait fondre 1'agarose a 65°C de 5-10 min., on ajoute 1
volume de phenol sature au Tris pH 8,0 avant de melanger par inversion. On separe les phases
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par centrifugation 3 mm. a 13 000 RPM avant de realiser une deuxieme extraction. La phase
aqueuse est transferee dans un tube contenant 0,1 volume de 4 M LiCl qu'on place 2 mia. sur la
glaceavant de centrifuger comme precedemment. Finalement, on precipite avec 1 (^1 de
glycogene « carrier » et 2,5 volumes cTefhanol a -70 C, 10 min. L'ADN est recupere par
centrifugation et Ie culot est lave a Pethanol 70% puis mis en solution dans un volume d'eau de
10-30 ^1.
1.2 JVIutagenese in vitro dirigee par oligonucleotide
Le protocole que j'ai utilise est une procedure adaptee utilisant la fabrication d'ADN simple brin
(ADNsb) UTP+ pour la mutagenese. Un variant de ZPK, contenant une mutation ponctuelle
resultant de la conversion en position 185 de 1'acide amine lysine (AAG) en arginme (AGG), a
ete constmit en utilisant 1'oligonucleotide suivant: (K185R) 5'- TAGCTGTGAGGAAGGTTCG
-3' (Figure 11.). Un oligonucleotide est produit avec une extremite 5' hydroxyle. Comme la T4
DNA Ugase requiert une extremite 5' phosphate pour effectuer la ligation de 1'ADN
efficacement, Foligonucleotide utilise pour la mutag^nese a du etre phosphoryle avant
utilisation. La phosphorylation de cet oligo a ete effectuee par la T4 Polyaucleotides Kinase
(Pharmacia Biotech, Canada) et 10 mM ATP dans Ie tampon « One-Phor-AU » IX pour 1 h. a
37 C. La mutagenese a ete effectuee sur une partie de 1'ADNc de ZPK correspondant au
fragment Hindlll - EcoRI des 701 premiers nucleotides de la sequence englobant la lysine (K)
185. Ce fragment a ete clone dans Ie phagemide pBluescript KS (+) (Stratagene, Etats-Unis)
contenant Forigine de replication du phage filamenteux fl permettant de recuperer Ie brin sens
(+) du gene LacZ lorsque la souche hote contenant Ie phagemide est co-infectee avec un phage
« helper ». A noter que Foligonucleotide utilise est complementaire a la sequence de ZPK
inseree et produit dans ce brin (+) de FADNsb recupere suite a la co-infection. Une fois cette
construction obtenue, la transformation dans la souche CJ236 competente a ete effectuee. Cette
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souche de phenotype (F' cat (=pCJ105; MlSsCmr)/^^ ungl thi-1 relAl spoTl mcrA) permet
d'obtenir de 1'ADNsb ou il y a incorporation d'uraciles (UTP).
1.2.1 Obtention de 1'ADN simple brin
On inocule 5ml de milieu LB contenant lOOng/ml d'ampicillme et SOng/ml de chloramphenicol
(stock a 30 mg/ml dans 1'efhanol) (a noter que Ie chloramphenicol permet de conserver
1'episome F' chez CJ236) avec une colonie issue de la transformation des cellules CJ236 avec la
construction d'interet Une croissance est effectuee durant 16 h a 37 C avec agitation. Suite a
cette croissance, on inocule 30 ml de LB a une densite optique (D0600) de 0,100 assumant
qu'une D0600 de 1 = 8X108 ufc/ml. On infecte de cette culture avec 30 [li d'un stock 2X1011 du
phage « helper » R408 (Promega, Etats-Unis). Ensuite, on possede a une autre croissance de 16
h. a 37°C avec agitation. Suivant celle-ci, on centrifuge all 000 RPM pour 5 mm. et recupere Ie
sumageaat. La suite de la procedure d'isolation de 1'ADNsb, a partir du sumageant contenant les
phages, a ete effectuee selon Ie protocole de la trousse « QIAprep Spin Ml 3 » (QIAGEN, Etats-
Unis) avec un volume final de 3,5 ml.
1.2.2 Mutagenese
La reaction de mutagenese a ete effectuee avec 500 ng d'ADNsb UTP+, 100 ng
d'oligonucleotides phosphoryles dans un volume de 10 pl IX OFA. Ce melange a ete denature a
90 C pour 3 min. et renature « annealmg » de 30 min. a 20 C. Suivant cette procedure, la
reaction de polymerisation s'est effectuee avec 10 unites de T4 Polymerase (Phannacia Biotech,
Canada), 0,5 mM dNTPs (Stock 25mM dNTPs)(Ultrapure dNTP set, Phamiacia Biotech,
Canada), 0,5 mM ATP et IX OFA dans un volume de 20 \xi contenant les 10 ^1 de la reaction
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d'appariement et ce pour 4 h. a 20°C. La reaction a ensuite ete transfonnee selon la procedure
decrite precedemment dans les cellules competentes DH5a F'. Des colonies ont ete
selectionnees, et 1'ADN extrait a ete sequence par la methode de Sanger a 1'aide de 1'ensemble
commercial de sequence T7 polyrnerase (Pharmacia Biotech, Canada). Un des clones positif a
ensuite ete sous-clone par substitution Xhol-Csp451 (fragment de 657 pb) dans KS(+)-ZPK pour
dormer Ie plasmide KS(+)-ZPK(K/R).
1.3 Transcription/traduction in vitro
L'ARN traductible de ZPK a ete genere a partir du vecteur Psp64 (Promega, Etats-Unis)
contenant Ie promoteur SP6. Psp64-ZPK (Figure 6-A.) contient Ie fragment de 1'ADNc de ZPK
Hind 111-Sma I de 3437 nucleotides clone Hind lll-(Sma 1-Hinc II). Ce fragment inclut Ie cadre
de lecture ouvert complet de 888 acides amines. Le vecteur a ete mis lineaire soit avec 1'enzyme
Sma I (3437 pb) ou avec 1'enzyme Ssp I inteme a ZPK et dormant naissance a un transcrit de
2724 nucleotides (Figure 6-B.). l(J.g d'ADN Uneaire a ete transcrit par 50 U d'ARN Polymerase
SP6 (Promega, Etats-Unis) dans un volume de 50 ^1, en presence de 0,5 mM rNTPs, 35 U de
Raguard pour 2 h. a 37 C. Les reactions de traduction ont ete realisees a 1'aide de lysats de
reticulocytes de lapin (Amersham, Canada) selon les recommandations du manufacturier, en
utilisant une concentration finale d'ARN de 40 p-g/ml. L'ARN controle (ARN B) etait long de
2800 nucleotides (741 acides amines) generant une proteine (protease) de 84 KDa capable de
s'autodig^rer en 6 peptides differents (84 ; 76 ; 57 ; 32,7 ; 23 ; et 9,1 KDa).
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1.4 Vecteurs d'expression eucaryotes
LXSN-ZW:
Le fragment pleine longueur Xho 1-Not I de 1'ADNc de ZPK (3403 pb) a ete clone sous Ie
controle de transcription du promoteur constititif du « Moloney murine leukemia vims long
terminal repeat» decrit pour Ie vecteur retroviral LXSN (Miller et Rosman, 1989). Cette
construction a ete designee LXSN-ZP^. Ce vecteur contient un gene de resistance a la
neomycine (neo) regit par Ie promoteur du SV40 (Figure 9-A.).
LXSN-ZPff(K/R):
Ce vecteur (Figure 11.) a ete obtenu par substitution du fragment de 3403 pb Xhol-Notl de
KS(+)-ZP7C(K/R) dans Ie vecteur LXSN. KS(+)-ZP7C(K/R) est issu du clonage par substitution
Xho I-Csp45 I (fragment de 657 pb), du fragment utilise pour la mutagenese, dans KS(+)-ZPK
(voir section 1.2).
pGRE5.2-ZPiT:
Une troisieme construction contenant cette fois 1'ADNc complet de ZPK clone HincKSl-Sma\
(3437 pb) a ete place sous Ie controle du promoteur mductible par la dexamethasone compose de
5 «high affinity glucocorticoid response elements » (nomme GRE5) decrit pour Ie vecteur
pGRE5.2 (Mader et White, 1993) (Figure 13-A.). Ce vecteur ne contient aucun gene de
resistance a aucun antibiotique pemiettant la selection chez les cellules eucaryotes.
KS(+)-ZPK-HA et pCWA3-ZPK-HA:
Le produit de PCR amplifie de 1057 pb a ete digere Spe 1-BstX I afin de generer un fragment de
876 pb qui a ete sous-clone par remplacement du fragment original de 1580 pb dans la
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construction pBluescript KS(+)-ZPK (voir section 1.6.1). Ce demier fragment contenait la
region 3' non-codante de ZPK. La nouvelle construction KS(+)-ZPK-HA d'une longueur de
2723 pb est done privee de sa parde 3' non-codante (Figure 7.). Finalement un demier sous-
clonage HindUl-Not I a ete effectue dans Ie vecteur pCDNAS. Ce vecteur contient une origme
de replication de SV40 permettant d'obtenir une sur-expression episomale importante dans la
lignee cellulaire COS-1 exprimant 1'aatigene grand T du virus SV40. Ce vecteur contient les
sequences du promoteur venant des genes d'expression precoces du cytomegalovirus humam
(CMV) pemiettant d'obtenir un haut niveau d'expression constitutive.
1.5 Lignees cellulaires et conditions de culture
Les fibroblastes de souris NIH 3T3 et les cellules epitheliales de singe COS-1 ont ete de fa9on
routiniere cultives dans Ie milieu « Dulbecco's modified Eagle's medium »(DMEM) complete
avec 8 a 10% de « Fetal Bovine Semm » (FBS) (GIBCO BRL, Etats-Unis) et les antibiotiques
penicilline (10 U/ml) streptomycine (10 (ig/ml) amphotericine B (0,025 ng/ml) (GIBCO BRL,
Etats-Unis). Les cellules sont cultivees sous une atmosphere de €02 a 5% dans une chambre
humidifiee. Les cellules transfectees de fa9on stable ont ete cultivees en presence de G418 a une
concentration de 200p,g/ml.
1.5.1 Transfection
Ces cellules ont ete transfectees par la mefhode de la co-precipitation au phosphate de calcium
(Gorman et a/., 1982) a une densite de 75 000 cellules/ml dans les petris de 100 mm. La
procedure se deroule sur une periode de 3 jours. Au jour 1 de la procedure, on ensemence les
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cellules a la densite requise. Au jour 2, 3 h. avant la mis en presence du precipite, les cellules
sont changees de milieu pour du milieu frais. Le precipite est effectue avec les quantites d'ADN
plasmidiques indiquees pour chacune des constructions et des experiences. Le volume d'ADN
est ensuite complete ^438 p,l avec de 1'eau sterile. A ce volume, on ajoute 500 [il de HBS 2X
(280 mM NaCl; 10 mM KC1; 1,5 mMNa2HP04 ; 12 mM dextrose et 50 mM HEPES) et 62 ^1
de CaCl2 2M. Le precipite est fomie par agitation « up and down » pour une duree de trente
secondes avant d'etre laisse au repos pour 20 a 30 min.. La totalite de la solution de 1 ml
contenant 20 ng d'ADN est depose dans un petri. Au jour 3, on effectue ce que Pon appelle un
choc au DMSO 25%, (Ie DMSO est un agent favorisant I'entree de 1'ADN dans les cellules)
pour une duree de 4 min. a 37°C. Un point est a noter pour les procedures de transfection pour Ie
plasmide pGRE-ZP^: ce vecteur ne contient aucim gene de resistance a un antibiotique. Une
double transfection, dans un rapport 10 : 1 avec Ie plasmide LXSN, a done ete realise afin
d'obtenir des transfectants stables resistants au G418. Dans les premieres experiences pour
chacune des lignees cellulaires, des transfections transitoires avec Ie vecteur CMV-ZacZ etaient
effectuees pour verifier 1'efficacite de la procedure d'entree de FADN. Cette technique, nommee
coloration LacZ, consiste a d^montrer la presence de la proteiae P-galactosidase dans les cellules
ayant re9U Ie plasmides lors de la transfection et exprimant maintenant la proteine.
1.5.1.1 Transfection transitoire et transfection stable
Quarante-huit heures apres la choc au DMSO, on peut separer la fm de la procedure de
transfection en deux parties distmctes. Premierement pour les experiences de transfection
transitoire, les cellules sont lysees dans Ie tampon approprie a la suite de 1'experimentation.
Deuxiemement, pour les etudes de transfection stable, on procede au debut de la selection a
1'aide de Fantibiotique G418 (im analogue de la neomycine). La selection etait effectuee pour
une periode de 2 a 3 semaines avec des changements de milieu a tous les 2 ou 3 jours. A la fin de
la periode de selection, les cellules etaient soit fixees et colorees avec 2% (p/v) crystal violet/l%
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(p/v) ammomum oxalate/20% ethanol, soit gardees en culture dans Ie cas d'obtention de clones
inductibles exprimant ZPK.
1.5.2 Clones inductibles : culture et expression
Les clones exprimant ZPK de fa9on inductible ont ete obtenus par la transfection des plasmides
pGRE5.2-ZPK et LXSN dans un rapport 10 : 1. Deux a trois semaines de selection au G418
furent necessaire pour obtenir une selection complete des transfectants stables. Le systeme de
transfection utilise n'etant pas parfait, je n'etais pas en mesure d'admettre que toutes les cellules
ayant formees des colonies, contenaient bel et bien Ie vecteur pGRE5.2-ZP^pennettant la sur-
expression de ZPK. Deux options s'offraient afin d'obtenir des populations de cellules exprimant
notre proteine : 1) obtenir des clones de cellules transfectees et verifier 1'expression de chacun
d'eux ou encore 2) realiser une transfection et recuperer les cellules transfectees resistantes dans
un meme et unique ensemble. Dans la realisation de mes experiences, les deux options out ete
realisees et conservees. J'ai obtenu deux populations differentes. Une population englobant
V ensemble des transfectants stables d'une m^me transfection (population de cellules nommee
NIH 3T3/pGRE5.2-ZP^) et une population issue d'un seul et unique transfectant (clone de
cellules nomme NIH 3T3/Clone 3). L'induction de ces lignees est realisee avec Ie
glucocorticoi'de qu'est la dexamefhasone (dex) a une concentration de 25 nM. Deux solutions
differentes de cet agent inductible ont ete utilisees lors de la periode d'experimentation, 1'une
soluble dans 1'ethanol (dexamethasone-21-acetate) et 1'autre soluble dans 1'eau (dexamethasone)
(Sigma, Canada). Des experiences ayant ete effectuees avec les deux solutions n'ont demontre
aucune difference signiflcative dans les resultats. Le maintien en culture des populations
inductibles s'effectuait en presence de G418 a la concenti-ation de 200 ng/ml.
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1.5.2.1 Expression (dot blot)
L'activite d'expression des differentes populations de cellules avant et apres induction a ete
verifiee, afin de selectionner celles exprimant 1'ARNm de ZPK. Une hybridation de type dot blot
utilisant Ie fragment BamW de 1,9 Kpb (les nucleotides 128-2030) de 1'ADNc de ZPK comme
sonde a ete realisee apres avoir extrait 1'ARN avec du Trizol (GIBCO BRL, Etats-Unis). Le dot
blot a ete realise avec 5 ^ig d'ARN, en utilisant une membrane de nylon (Amersham, Canada).
La membrane a ete hybridee une seconde fois avec la sonde de I'ADNc de Ie P-actine de poulet
(Kost et al., 1983). Les hybridations ont ete effectuees pendant 16 h. a 42 C dans 50%
formamide, 0,5 M NaHP04 pH 7,2, 1 mM EDTA, 1% albumine serique de boeuf (BSA), et 5%
SDS. Suivant celle-ci, la membrane est lavee deux fois pour 15 minutes dans 2X SSC, 0,1%
SDS a temperature de la piece et une fois pour 30 minutes dans 0,2X S8C, 0,1% SDS a 60°C. La
membrane est ensuite exposee sur fihn Kodak X-OMAT-AR a -70 C avec des ecrans permettant
d'intensifier les signaux.
1.5.2.2 Courbes de croissance
Les courbes de croissance ont ete effectuees sur une periode de 6 jours. Le jour 1 6taat lajoumee
ou Ron effectuait la mise en culture des cellules a la densite de 5000 a 6000 cellules par puits de
35 mm de diametre. Le jour 2 representait Ie debut de Finduction ainsi que celui des decomptes.
Le denombrement cellulaire s'effectuait a 1'aide d'un hematimetre. Les experiences etaient
effectuees en duplicata ou en triplicata. Chacune des populations cellulaires induites etait
comparee a son propre controle (population non induite) pour determiner la croissance relative.
A noter que durant ces periodes de croissance, on cultivait les cellules sans G418.
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1.5.2.3 Mesure de la synthese d'ADN
Les deux populations inductibles ainsi que les NIH 3T3 controles, out ete ensemencees a hautes
densites (-80%). Vingt-quatre heures plus tard, elles ont ete incubees dans Ie milieu DMEM
contenant 1% FB8 avec ou sans 1'agent mducteur pour une periode de 16 h.. Les cellules etaient
finalement incubees en presence de 10 p,Ci/ml de [ H]thymidme pour une periode d'une heure.
Suite a ce marquage 1'incorporation de fhymidmes radioactives dans 1'ADN etait determinee par
comptage a 1'aide d'un appareil a liquide a scmtillation.
1.6 Construction et expression de ZPK contenant Pepitope HA
Le determinant antigenique (epitope) de la proteine de 1'hemagglutinine de 1'influenza humam
(HA), dont la sequence immunogenique est « YPYDVPDYA » (representee par Ie code a une
lettre des acides amines; Tableau 1.), a ete clone sous fonne d'ADN a 1'extremite COOH-
terminale de la sequence de 1'ADNc de ZPK. Cette sequence a ete iaseree par la technique de
polymerisation en cascades (PCR).
1.6.1 Polymerisation en cascades (PCR)
La reaction de PCR a ete realisee sur 1'ADN de la construction pBluescript II KS (+)
(Stratagene, Etats-Unis) contenant 1'ADNc complet de ZPK. Les oligonucleotides utilises pour
cette reaction sont les suivants : 1'oligonucleotide sens designe Byk 7 S'-TCTAGACAGAGTCG
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TTGCTACCTAA-3' et I'oligonucleotide anti-sens, HA ZPK yGAACTAGTCCCGGGTCATG
GAGGAAGGGAGGCAGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTATGGGGGCCGCAAGGC
ATC-3'. L'oligonucleotide HA-ZPK contient a son extoremite 5' deux sites de restriction ( Spe I
(ACTAGT) et Sma I (CCCGGG) repr^sentes en italique) pennettant de cloner facilement Ie
fragment amplifie. La partie soulignee de la sequence represente les nucleotides codant pour les
9 acides amines du peptide HA et la region en gras indique Ie codon stop appartenant a ZPK.
Finalement, on remarque que la sequence HA est bordee de chaque cote par une sequence de 15
nucleotides codant chacun pour 5 acides amines de la region COOH-terminale de ZPK. Le
peptide HA a done ete insere a 1'interieur meme de la sequence de ZPKprecedani les 5 demiers
acides amines et Ie codon stop. La sequence en acides amines resultant en C-terminale est done
...ALRPPYPYDVPDYAASLPP(Stop). Le programme utilise pour la reaction de polymerisation
en cascades est typique des programmes habituels. La procedure contenait les trois etapes
successives de denaturation (95 C, 30 see.), d'appariement (60 C, 1 min.) et de synthese (72 C, 1
min.). Celles-ci se sont succedees pendant 25 cycles avant d'etre suivi par une extension de 10
min. a 72 C. Le produit de PCR amplifie de 1057 pb a ensuite ete purifie sur gel a electrophorese
dans 1'agarose LMP pour etre digere Spel-BstXi et clone selon la procedure decrite dans la
section 1.4 des vecteurs d'expression.
1.6.2 Western Blot
L'analyse de type Western blot est la premiere technique immunologique qui a ete utilisee pour
detecter la proteine portant Ie detenninant antigenique HA. Les extraits de proteines, de chacune
des constructions indiquees, ont ete obtenu de transfections transitoires dans les cellules COS-1.
Les cellules ont ete lysees directement dans Ie tampon d'echantillon (2% SD8, IGOmM DTT, 60
mM Tris-HCl (pH 6,8), 10% glycerol, et 0,01% bromophenol bleu) pour etre ensuite deposes sur
un gel SDS-PAGE 7%. L'electrophorese s'est effectuee dans Ie tampon de migration Tris-
Glycine-SDS en concordance avec les protocoles standards (Maniatis et al., 1982). Un marqueur
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de poids moleculaire color^ a ete depose sur les gels afin de suivre la migration des echantillons
experimentaux. Le transfert sur membrane pol^inyl-difluoride (PVDF) (Boehrmger Mannheim,
Canada) s'est effectue, selon les recommandations du manufactirier, a 1'aide d'un appareil semi-
sec « semi-phor » (Hoefer Scientific Instrument, Etats-Unis) pour 1 h. a 0,8 mA/cm avec Ie
tampon de transfert (10% methanol, 24 mM Tris, et 194 mM glycine). La membrane a ete
bloquee 16 h. dans Ie tampon TBS (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0,1% Tween 20; pH 7,5)
contenant 3% de lait en poudre. Suivant Ie blocage, la membrane a ete incubee avec 1'anticorps
monoclonal de souris anti-HA (clone 12CA5) a 2 Hg/ml pendant 1 h.. Finalement, elle a ete mise
en presence d'un anticorps anti-IgG de souris conjugue a la peroxydase. La revelation a ete
effectuee en utilisant les reactifs de chemiluminescence (ECL) (Amersham, Canada). La
detection des signaux etait realisee a 1'aide d'un autoradiographie comme recommandee par Ie
manufacturier.
1.6.3 Immunohistochimie
Les cellules COS-1 etaient cultivees sur lamelles et transfectees de fa9on transitoire avant d'etire
fixees dans Ie mefhanol froid (-20 C) pendant 10 mm. a -20 C. Les cellules ont ensuite ete lavees
dans Ie TBS (20 mM Tris-HCl (pH 7,4) 150 mM NaCl, 0,1% Tween 20), puis bloquees pour 30
min. dans la meme solution contenant 1% de lait en poudre et 1% BSA (TBS-B). Je procedais
ensuite a une incubation d'une heure avec Panticorps primaire anti-HA. (clone 12CA5 a 1 (J-g/ml)
dans Ie TBS-B a temperature de la piece, suivie par trois lavages de 5 min. avec Ie TBS-B.
Finalement, une mcubation avec 1'anticorps secondaire anti-IgG2b de souris couple a la
phosphatase alcaline (Zimed Laboratories, Etats-Unis) a et6 effectuee pendaat 1 h.. Deux types
de lavages suivaient cette demiere incubation : 3 premiers lavages de 5 min. dans Ie TBS-B, puis
3 autres de 5 min. dans (100 mM Tris-HCl (pH 9,5), 100 mM NaCl, 50 mM MgC^, et 1 mM
levamisole) avant de reveler la reaction, a la noirceur, avec les reactifs NBT + X-phosphate dans




2.1 Synth^se in vitro de ZPK
Au debut duprojet, nous etions dans 1'incapacite de demontrer que 1'ADNc de ZP^pennettait la
formation de la proteiae in vivo lors des etudes d'expression, du a 1'absence d'anticorps diriges
centre la proteine. Nous nous sommes done toumes, dans un premier temps, vers un systeme de
transcription/traduction in vitro afm de determiner si 1'ADNc de ZPK etait traductible. Pour se
faire, PADNc de ZPK a ete insere dans Ie vecteur pSP64 contenant Ie promoteur de 1'ARN
polym^rase SP6 (Figure 6-A.). Le fragment devenu lineaire par la digestion Smal et ayant une
longueur de 3437 nucleotides a ete transcrit en ARN in vitro. II a ensuite ete traduit dans un
systeme de traduction de reticulocytes de lapm (Figure 6-B., ligne A). Une seconde traduction a
ete effectuee avec un ARNm de 2724 nucleotides obtenu a partir d'une digestion SspL Ce site de
digestion se trouve 29 nucleotides en aval du site de termmaison TGA de ZPK. Get ARNm
pennettait de verifier si Ie codon stop ne se trouvait pas plus loin en aval de celui predit par Ie
cadre de lecture ouvert (ligne B). Le controle de traduction inteme etait un ARNm (ARN B)
foumi dans la trousse et dont Ie produit est une proteine (protease) de 84 KDa ayant la capacite
de s'autodigerer en 6 fragments (ligne C). Finalement, j'ai compare les produits obtenus pour les
differentes conditions avec ceux d'une traduction realisee sans ARNm (ligne D). Les resultats de
cette experience nous demontrent clairement que 1'ADNc precedemment obtenu d'une banque
d'ADNc de Xgtll d'embryon de souris de 11,5 jours est traductible. II donne naissance a une
proteme ayant un poids mol6culaire apparent de 130 kDa sur gel SDS-PAGE. Ces resultats sont



















Figure 6. Analyse de ZPK par Transcription/traduction in vitro. A- Construction obtenue
par clonage Hind 111-Sma I de 1'ADNc de ZPK dans Ie vecteur Psp64 (Promega, Etats-Unis). Ce
vecteur contient Ie promoteur de 1'ARN polymerase SP6 et permet la transcription in vitro. Le
fragment insere mesurait 3437 nucleotides et un site mteme a 1'ADNc (Ssp I) a 2724 nucleotides
a aussi ete utilise pour generer les transcrits d'ARN. B- Les i&agments 1 et 2 correspondent aux
fragments utilises pour la traduction des lignes A et B respectivement. C- Produits de traduction
in vitro visualises par autoradiographie apres migration sur gel SDS-PAGE 7% issus du
fragment 1 (ligne A), du fragment 2 (ligne B), d'un ARN controle (ARN B) (ligne C) ainsi
qu'une traduction en absence d'ARNm (ligne D). Echelle en kDa (220 ; 97,4 ; 66 ; 46)
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2.2 Construction (Tune proteine ZPK contenant Ie determinant antigenique HA
Une seconde approche a ete utilisee pour detennmer 1'expression de la proteme ZPK. Celle-ci a
permis de demontrer 1'expression de la proteine in vivo lors d'expression dans les cellules COS-
1. Etant donne la non disponibilite d'anticorps anti-ZPK au moment de la realisation de mon
projet, Felaboration d'une proteine ZPK contenant un determinant antigenique devenait
necessaire pour visualiser la proteme par reaction immunologique indirecte. L'epitope
YPYDPDVYA (code des acides amines a une lettre, Tableau 1.) venant de la proteiae de
Fhemagglutmine de 1'influenza humain (HA) a ete incorpore par PCR a 1'extremite COOH-
termmale de ZPK. Le fragment amplifie de 1057 pb a ensuite ete digere (Spe 1-BstX I) et clone
dans Ie vecteur KS(+)-ZPK par remplacement pour donner la nouvelle appellation de KS(+)-
ZPK-HA a celui-ci (Figure 7.). La construction pCD1^A3-ZPK-HA a finalement ete obtenue par
sous-clonage de 1'insert ZPK-HA.
2.3 Expression de ZPK-HA
L'epitope HA peut etre detecte par 1'anticorps monoclonal (12CA5) dirige contre ce detenninant
antigenique (Boehrmger Mannheun, Canada). La premiere realisation importante a ete de
visualiser la presence de la proteine par Western blot et ainsi determiner quelle specificite
pouvait apporter cet anticorps. Le Western blot a permis de visualiser 1'expression de ZPK-HA
et de ZPK(K/R)-HA dans la lignee COS-1 et amsi demontrer que 1'ADNc exprimait une
proteine de poids moleculaire apparent a 130 KDa (Figure 8-A.). Les cellules transfectees de
fa9on transitoire ont ete lysees dans un tampon d'echantillon, pour ensuite etre soumises a une
electrophorese sur SDS-PAGE, a une reaction de transfert sur membrane et finalement a la
reaction immunologique. Les extraits cellulaires ont permis de demontrer la presence d'une
















Figure 7. Construction (Tune proteine ZPK contenant 1c determinant antigenique HA.
A- Representation schematique de la reaction de polymerisation en cascade permettant
d'amplifier Ie fragment (1057 pb) de 1'ADNc de ZPK contenant Ie determinant antigenique HA
en COOH-terminale. B- Fragment digere BstK 1-Spe I (867 pb) permettant Ie clonage par
remplacement dans KS(+YZPK. C- Obtention du plasmide KS(+)-ZPK-HA par clonage du
fragment de 867 pb dans KS(+)-ZPK. Le fragment remplace (enleve) contient la partie 3' non-
codante de ZPK (B^BBSBBBST) qui est maintenant absente de la nouvelle constmction.
48
A.). Ces resultats d'expression in vivo viennent completer les etudes de transcription/traduction
realisees precedemment. Cela permet de confirmer que la proteine ZPK est exprimee
correctement dans les cellules et amene des arguments servant dans 1'analyse des observations
faites lors des etudes de croissance subsequentes. Ces observations permettent d'attribuer
Finhibition de la proliferation observee a 1'expression de la proteine. J'ai demontre 1'expression
de ZPK normal et de sa version contenant la mutation au niveau du site catalytique (K/R). Par la
realisation d'un Western blot sur les cellules COS-1, on observe non seulement la proteme ZPK-
HA, mais egalement la presence de reactions croisees avec les protemes issues de cette lignee de
cellules de smge (Figure 8-A.)
Grace a F expression de Fantigene grand T du vims SV40, les cellules COS permettent la sur-
expression des genes lorsqu'elles sont transfectees par un vecteur contenant une origine de
replication de ce vmis. Cette origine de replication permet d'obtenir un grand nombre de copies
de Fepisome pour ainsi obtenir une augmentation de 1'expression proteique. Ce systeme a
permis, malgre la presence d'une certaine reactivite croisee avec les proteines de la lignee
cellulaire, de realiser une experience d'immunohistochimie permettant de localiser la proteine
dans la cellule (Figure 8-B.). La sur-expression obtenue dans les cellules COS ne pennet
toutefois pas de localiser la distribution de la proteme dans des compartiments specialises. Ce
genre d'experience permet plutot de demontrer la localisation d'une proteine dans Ie cytoplasme,
Ie noyau ou les regions membranaires. Dans la realisation de cette experience, on remarque la
presence de laproteine ZPK-HA dans Ie cytoplasme des cellules COS (Figure 8-B.).
2.4 ZPK inhibe la formation de colonies chez la lignee cellulaire NIH 3T3
L'expression de ZPK est regroupee dans des populations de cellules specialisees reconnues
comme ayant attemt un haut niveau de differenciation souvent associe a 1'arret de la
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Figure 8. Observation de Pexpression de ZPK-HA. A- Representation cTun Western blot
obtenu apres transfection des cellules COS-1 avec les constructions pCDNA3 (controle) (ligne
A), pCD^A3-ZPK-HA (ligne B) et pCD^A3-ZPK-HA(K/R) (ligne C). Les proteines ont ete
revelees par 1'anticorps anti-HA (12CA5) et 1'anticorps secondaire anti-souris de 1'ensemble
commercial ECL (Amersham, Canada). B- Reaction d'immunohistochimie realisee sur les
cellules COS-1 transfectees avec Ie plasmide pCDNA3 (controle) (a) ou pCD^A3-ZPK-HA (b).
On remarque la reaction positive a la couleur noire retrouvee dans Ie cytoplasme de certaines
cellules transfectees (b). Chez Ie controle (a), on ne retrouve pas ce marquage. Echelle en kDa
(200 ; 120 ; 84)
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proliferation cellulaire (Blouin et al., 1996). On a voulu determiner 1'efFet de 1'expression de
ZPK sur la croissance cellulaire des NIH 3T3. Pour ce faire, un essai qui permet de mesurer par
transfection, 1'efficacite des cellules a former des colonies a ete utilise. Get essai a ete utilise
precedemment pour demontrer 1'effet negatif sur la croissance cellulaire de nombreux genes
(p53, Rb, pl07) (Zhu et al., 1993). L'experience est basee sur Ie principe que les cellules
transfectees, avec un vecteur exprimant une proteine empechant la croissance cellulaire, sont
incapables de former des colonies en presence de la drogue permettant la selection des cellules
transfectees.
La construction d'un vecteur d'expression retroviral (LXSN) a prealablement ete effectuee.
Cette construction contient 1'ADNc complet de ZPK qui nous permettait d'effectuer la sur-
expression du gene dans la lignee fibroblastique de souris que represente les NIH 3T3. Cette
lignee est un modele de culture in vitro grandement utilise pour des etudes de croissance
cellulau-e. Le fragment de 1'ADNc complet Xho \-Not I a ete insere sous Ie controle du
promoteur constitutif fort du « Moloney murine sarcoma vims long temiinal repeat» (Figure 9-
A.). Les differents vecteurs contenant Ie gene de resistance a la neomycine sont transfectes.
Apres trois semaines de selection en presence de Fantibiotique G418, les petris de cellules sont
colores et fixes au crystal violet et Ie nombre de colonies resistantes a la neomycine (G418) est
compte. Comme montre a la Figure 9-B, Ie nombre de colonies transfectees avec Ie vecteur
d'expression LXS^-ZPK est presque mexistant comparativement a celui obtenu par la
transfection d'une quantite equivalente de vecteur sans insert servant de controle (LXSN). Ce
resultat demontre avec LXSN-ZPK nous indique que la sur-expression du gene a un effet negatif
sur la croissance cellulaire. U inhibition est mesuree par Ie nombre reduit de colonies, qui a ete
observe pour de nombreuses experiences avec differentes preparations de LXS^-ZPK et de
LXSN. Le nombre de colonies resistantes obtenues a toujours ete tres faible et meme parfois
inexistant. Un effet similaire a ete observe avec la lignee de cellules pancreatiques transformees
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Figure 9. Inhibition de la croissance cellulaire de ZPK dans les NIH 3T3. A- Representation
schematique du vecteur LXSN-ZPJ^. Construction obtenue par clonage Xho 1-Not I de 1'ADNc
de ZPK dans Ie vecteur LXSN. Ce vecteur contient Ie promoteur constitutif du « Moloney
murine leukemia vims long tenninal repeat». II a ete nomme LXSI^-ZPK comparativement au
vecteur sans insert qui se nomme LXSN. B- Activite mhibitrice de ZPK dans les cellules NIH
3T3. Les cellules ont ete transfectees avec 20 (J-g de 1'un ou 1'autre des vecteurs d'expression,
cultivees dans un milieu de selection contenant du G418 pour 3 semaines et finalement colorees
au crystal violet.
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ZPK mene soit a un ralentissement de la croissance, a un arret de celle-ci ou encore a une forme
de mort cellulaire.
2.5 Dose-dependance de Factivite inhibitrice de ZPK sur la croissance
Afin d'exammer plus en profondeur 1'effet mhibiteur observe lors de la transfection de LXSN-
ZPK, des experiences de co-transfection ou 1'on varier la concentration de plasmides out ete
effectuees. Les NIH 3T3 out ete transfectees avec differentes concentrations partagees entre les
constructions LXSN-ZP^ et de LXSN, pour atteindre dans les proportions indiquees la quantite
totale de 20(J-g (Figure 10.). Les colonies resistantes au G418 furent comptees apres 21 jours de
selection. Des resultats representatifs de deux experiences mdependantes sont presentes sous
fonne de graphique (Figure 10.). L'augmentation de la concentration de LXSN-ZPT^ concorde
avec la chute dramatique du nombre de colonies dans la culture et inversement, la dimmution de
la concentration de LXSN-ZP^ permet 1'obtention d'une concentration accme de colonies. A la
plus haute concentration de plasmides utilisee pour la transfection. Ie controle LXSN donne
approximativement 330 colonies par petri de 100 mm de diametre. Par opposition, LXW-ZPK
donne un nombre moyen de 8 colonies resistantes. Ces resultats indiquent encore une fois que
1' expression de ZPK mene a un effet negatifsur la croissance cellulaire.
2.6 Le site de fixation de FATP de ZPK est necessaire a I'inhibition de la croissance
Afin d'approfondir les observations obtenues et de determiner si 1'activite serine/threonine
kinase intrinseque de la proteine ZPK etait requise pour 1'inhibition de la croissance cellulaire, la
construction d'un mutant catalytique de ZPK par mutagenese dirigee a ete effectuee. La
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Figure 10. Effet dose-dependante de ZPK sur la croissance cellulaire. Les cellules ont ete
co-transfectees avec differentes concentrations des vecteurs d'expression LX8N et de LXSN-
ZPK. La concentration totale a ete gardee constante a 20p-g. Les cellules out ete cultivees
pendant deux semames dans un milieu de selection contenant du G418 et finalement, fixees et
colorees au cristal violet pour permettre Ie decompte du nombre de colonies resistantes. Les
donnees representent la moyenne ± 1'ecart type de deux experiences mdependantes.
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codon de la lysine 185 (AAG). Get acide amme fait partie du sous-domaine kinase II (Figure 1-
B.) et est responsable de la fixation de 1'ATP (Hanks et aL, 1988). Ce site est necessaire a la
catalyse du transfert du y-phosphate de 1'ATP vers 1'acide amme recepteur. La mutagenese a
pennis de transformer la lysine en une arginme (K185R) (Figure 11.). Cette substitution (K/R)
(AAG/AGG), pour ce site particulier du domaine catalytique, a demonti-e comme resultat la
perte de Factivite kinase pour des proteines membres de cette famille (Lin et at, 1995 ; Xu et al.,
1995). Suite a la mutagenese, la mutation a ete caracterisee et verifiee par sequen9age (resultats
non presentes). Le fragment mute a pennis d'obtenir, en premier lieu, Ie vecteur KS(+)-
ZPK(K/K). Le vecteur LXSN- ZPK(K/K) a finalement ete obtenu par sous-clonage du fragment
ZPK(K/R) Xho 1-Not I dans Ie vecteur LXSN (Figure 1 1.).
Suite a 1'obtention de ce mutant. Ie vecteur LXSN-ZPA^(K/R) a ete transfecte dans les
fibroblastes NIH 3T3, dans Ie but de verifier si 1'effet sur la croissance etait en partie attribuable
a Factivite serine/fhreonine kinase de ZPK. Par opposition a la construction LXSN-ZP^
contenant 1'ADNc normal de ZPK, les cellules transfectees avec Ie vecteur LXSN-ZP^(K/R) ont
donne lieu a un nombre de colonies comparable au vecteur sans insert LXSN (Figure 12.). En
representant les resultats en pourcentage relatif a la construction LXSN (100%), on retrouve
pour la construction exprimant la proteine ZPK(K/R) un pourcentage correspondant equivalent
(102%) et pour LXSt^-ZPK un pourcentage d'environ 4%. Ce demier resultat concorde avec
ceux obtenus precedemment dans d'autres experiences (Figure 9.). Des quantites equivalentes
(20p,g) de plasmides out ete utilisees pour les transfections. Les resultats moyens (± 1'ecart type)
representatifs de quatre experiences faites en duplicata ou en triplicata sont representes sous
forme de graphique (Figure 12.).
Cette demiere constatation suggere que 1'activite enzymatique de ZPK est critique pour conferer
Ie potentiel de la proteine a inhiber la proliferation cellulaire. Le mutant du site de fixation de
1'ATP de ZPK, ZPK(K/R), n'affecte pas la croissance des fibroblastes NIH 3T3. II demontre une
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Figure 11. Mutant du site de fixation de FATP pour ZPK (K185R). Representation
schematique du vecteur d'expression LX8N-ZP^(K/R) obtenu par sous-clonage d'un fragment
ayant subit une mutagenese dirigee par oligonucleotide. La mutagenese a ete obtenue avec
roligonucleotide 5'-TAGCTGTGAGGAAGGTTCG-3' permettant de realiser une mutation
ponctuelle dans Ie codon de la lysine 185 (AAG) afm de changer celle-ci en arginme (AGG). Le

















Figure 12. ZPK requiert un site de fixation de PATP intact pour inhiber la croissance
cellulaire. Les cellules NIH 3T3 ont ete transfectees avec 20 (J-g du vecteur LXSN ou avec la
concentration equivalente (20 |^g) des constructions indiquees. Par la suite, les cellules ont ete
cultivees 3 semaines dans un milieu contenant du G418 comme agent de selection. Les cellules
out ete colorees et fucees au crystal violet afin de determmer Ie nombre de colonies resistantes au
G418. Les colonnes montrent 1'effet relatif des differentes constmctions sur la formation de
colonies exprimee en pourcentage de colonies relatifa celui obtenu avec LXSN seul (100%).
Les resultats representent la moyenne ± 1'ecart type de quatre differentes experiences.
57
croissance caracteristique equivalente a celle du vecteur LSXN qui servait de controle. Cette
experience pennet de suggerer que 1'effet observe sur la croissance cellulaire est un effet
inhibiteur different, sinon predominant, d'un effet toxique potentiel de ZPK sur les cellules.
L'activite catalytique serine/threonine kinase pemiettrait a ZPK d'exercer une mhibition de la
croissance suite a la sur-expression de la proteine dans les NIH 3T3.
2.7 Demonstration de Finhibition de croissance par sur-expression de ZPK induite par la
dexamethasone.
Dans Ie but de poursuivre la caracterisation de Feffet de ZPK sur la proliferation cellulaire, nous
avons tente de trouver un systeme permettant d'obtenir non seulement des cellules exprimant de
fa^on stable la proteine, mais pouvant egalement induire cette expression a notre guise. Pour
approfondir 1'effet de ZPK sur la croissance cellulaire, j'ai utilise un vecteur ayant un promoteur
inductible. Ce vecteur permettait de controler plus precisement Ie moment et les conditions
d'expression du gene. Le chobc d'un vecteur s'est fait sur la base de trois criteres importants.
Soit d'etre en mesure, dans 1'etat de repos, d'avoir un taux d'expression basal tres faible ou
meme mil, de repondre par une forte expression a son agent inducteur et 1'agent inducteur doit
etre non toxique pour les cellules et ne demontrer aucun ou peu d'effet sur la croissance.
Les NIH 3T3 out ete transfectees avec un vecteur d'expression (pGRE5.2) contenant un
promoteur inductible par la dexamethasone compose de 5 « high affmity glucocorticoid response
elements » (GRE5) controlant 1'expression de ZPK (Figure 13-A.). L'ADNc de ZPK a ete insere
par un sous-clonage du fragment Hind 111-Sma I. Ce vecteur ne contient aucun gene de resistance
contre un antibiotique permettant la selection des cellules eucaryotes. Pour pallier a ce probleme,
une co-transfection du vecteur pGKE5.2-ZPK avec un deuxieme vecteur (LXSN) contenant Ie
gene de resistance a la neomycine dans un rapport 10 : 1 a ete effectuee. Ceci pennettait
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d'esperer que les cellules transfectees avec LXSN recevraient egalement pGRES.l-ZPK. Les
cellules issues de differentes experiences ont pousse pendant 21 jours dans un milieu contenant
du G418 afin de selectionner les cellules exprimant Ie gene de resistance a la neomycme. Le
systeme de transfection utilise n'etant pas parfait, et ne permettait pas d'admettre que toutes les
cellules ayant forme des colonies apres la selection, contenaient Ie vecteur pGRE5.2-ZPK. Deux
options s'offraient afin de produire des cellules exprunant ZPK : 1) obtenu' des clones et verifler
Ie niveau d'expression pour chacun d'eux ou encore 2) realiser une experience de transfection et
recuperer 1'ensemble des cellules transfectees resistantes dans un meme et unique ensemble. Des
experiences out ete realisees en utilisant les deux approches mentionnees. Les clones evitant Ie
probleme de 1'heterogeneite amenee par 1'autre population (toutes les cellules issues d'un clone
devant expruner egalement ZPK lors de 1'mduction).
Le niveau d'expression verifie par « dot blot» avec ou sans induction a la dexamethasone, a
pennis de selectionner deux populations de cellules differentes sur-exprimant ZPK (Figure 13-
B.). Celle issue de 1'ensemble d'une meme transfection mise en commun (NIH3T3/pGRE5.2-
ZPK) ainsi que celle issue d'un seul transfectant (NIH 3T3/Clone 3) ont ete conservees (Figure
13-B.). Pour comparer Paugmentation d'expression de ZPK, il a fallu compare les conditions
induites et non induites entre elles. De plus, chacune des populations de cellules ont ete
comparee avec les cellules NIH 3T3 non transfectees. Les resultats nous demontrent que
F expression non induite obtenue pour ces deux populations est comparable a celle retrouvee
pour ZPK chez les NIH 3T3 (niveau endogene). Les deux populations de cellules demontrent,
apres 48 h d'mduction, une forte augmentation d'expression de 1'ARNm de ZPK. Cette
augmentation est evidemment absente chez les cellules non transfectees. Finalement, on
remarque, par 1'hybridation avec la P-actine, que les quantites d'ARN qui ont ete deposees sur la
membrane pour chacun des echantillons etaient equivalentes. Ceci permet de qualifier les
niveaux d'expression obtenus apres induction a des augmentations reelles de la quantite
cTARNm de ZPK (Figure 13-B.). Le chobc des populations de cellules inductibles a ete effectue
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Figure 13. Demonstration de Fexpression inductible du vecteur pGRES.l-ZPK.
A- Representation schematique du vecteur d'expression pGRE52-ZPK. L'ADNc complet de
ZPK a ete clone Hind 111-Sma I (3437 pb), sous Ie controle du promoteur inductible par la
dexamethasone compose de 5 «high affinity glucocorticoid response elements» (nomme
GRE5). Ce vecteur ne contient aucun gene de resistance a aucun antibiotique pennettant la
selection chez les cellules eucaryotes. B- Niveau d'expression du vecteur pGRE5.2-ZPK,
determine par dot blot, a partir de 5^ig d'extrait d'ARN des cellules NIH 3T3 (controle) (ligne
3), NIH 3T3/pGRE5.2-ZW (ligne 2) et NIH 3T3/Clone 3 (ligne 1). On retrouve les conditions
induites avec 25 nM de dexamethasone et non induites. La membrane a ete hybridee avec une
sonde de FADNc de ZPK marquee au 32P. Comme controle, la membrane a ete hybridee avec
une sonde de P-actme.
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2.7.1 Demonstration de Farret de croissance des populations de NIH 3T3 inductibles
Les cellules NIH 3T3/pGRE5.2-ZP^ et NIH 3T3/Clone 3 ont ete utilisees pour effectuer des
etudes sur la proliferation cellulau'e. Afin de verifier comment se comportait la croissance des
cellules suivant la sur-expression de ZPK, 1'induction de ZPK a ete effectue pour demontrer son
effet sur Ie taux de croissance des NIH 3T3. Des courbes de croissance out ete effectuees sur une
periode de 5 jours, ce qui a permis de demontrer que 1'effet inhibiteur sur la croissance arrive
rapidement suivant 1'mduction de 1'expression de ZPK (Figure 14.). Les resultats pr^sentes sur
Ie graphique de la Figure 14 representent les pourcentages relatifs d'inhibition d'une population
par rapport a cette meme population non induite (controle) (i.e. que chacune des populations est
comparee a elle-meme pour determmer 1'effet de Fmduction). Une population parentale de NIH
3T3 etait egalement utilisee comme controle afln de demontrer que 1'effet observe etait vraiment
attribuable a Fmduction de 1'expression de ZPK et non a un effet de la dexamethasone sur la
croissance. Dans les premiers 24h, on observe 1'inhibition la plus marquee avec 45% de cellules
en moins au niveau des populations induites. Par la suite Ie taux de croissance semble se
stabiliser sur les trois demieres joumees, pour finalement atteindre au jour 5 de 1'experience des
niveaux cellulaires inferieurs de 81 a 85% pour les populations induites. On observe que Ie taux
d'inhibition pour les deux populations de cellules adopte sensiblement la meme tendance sur la
periode de 5 jours.
Les NIH 3T3 parentales non transfectees reagissent a 1'induction par la dexamethasone en
demontrant une d'inhibition d'environ 40% sur 5 jours. Cette observation non negligeable
demontre que la dexamethasone inhibe la croissance des NIH 3T3. Une partie de 1'mhibition
observee est done attribuable a 1'effet de la dexamethasone sur la croissance des NIH 3T3, mais
Finhibition combinee chez les cellules exprimant ZPK demeure plus importante avec 85%
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Figure 14. Inhibition de la croissance par expression inductible de ZPK. Courbe de
croissance effectuee sur une periode de 5 jours pour les populations de cellules NIH 3T3
parentales (NIH 3T3),NIH 3T3/pGRE5.2-ZP^etNIH 3T3/Clone 3. Au jour -1 (24 h. precedent
Pmduction), les cellules ont ete ensemencees a une densite de 5000 a 6000 cellules par petri pour
ensuite proceder au debut de 1'mduction et au denombrement (jour 0). Les donnees demontrent
les pourcentages relatifs aux controles non mduits de chacune des populations (ie. chaque
population est comparee a son propre controle non induit). Les resultats representent la moyenne
± 1'ecart type de 7 experiences.
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inhibition de la croissance.
2.7.2 Effet de Pexpression de ZPK sur Ie taux de synthese d'ADN mesure par
incorporation de [3H]thymidine
En utilisant comme precurseur la thymidine marquee au [3R] et des marquages sur de courtes
periodes (0,5-1 h.). Ie taux de synthese de PADN et la capacite des cellules a la replication pour
la periode donnee peuvent etre estime. C'est avec cet objectifque des etudes d'incorporation de
[°H]thymidme ont ete entreprises. Les trois populations utilisees lors des experiences de mesure
de croissance out ete reutilisees ici. Le marquage a ete effectue sur une periode d'une heure
precedee par 16h d'incubation avec 1'agent mducteur. Puis, 1'incorporation de fhymidine a ete
determme par comptage a 1'aide d'un appareil a scintillation liquide. Les mesures
d'incorporation demontrent que 1'induction de 1'expression de ZPK mhibe la synthese de 1'ADN
(Figure 15.). Apres 16h d'induction, avec la dexamethasone, la population de cellules NIH
3T3/Clone 3 demontre un pourcentage d'incorporation relatifde 35% comparativement a cette
meme population n'ayant subi aucune induction de 1'expression de ZPK. Pour la population NIH
3T3/pGRE5.2-ZPjK, c'est une incorporation de thymidme d'environ 55% qui est observee. Ces
resultats demontrent que Ie taux d5 incorporation de thymidine dans 1'ADN pour ces deux
populations est diminue de 45 a 65% suite a Fmduction de 1'expression de ZPK. En comparant
ces resultats a la population de NIH 3T3 (90% d'mcorporation relative), on peut dire que la
diminution du taux de synthese de 1'ADN est significative pour les cellules exprunant ZPK. En
faisant un rapprochement hypothetique entre la synthese d'ADN et la proliferation cellulaire, on
peut suggerer que la croissance des cellules est ralentie ou inhibee. Ces resultats viennent
















NIH 3T3 NIH 3T3/Clone 3 NIH 3T3/pGRE5.2-ZPK
Populations cellulaires
Figure 15. IVtesure du taux d'incorporation de [3H]thymidme dans les cellules NIH 3T3
exprimant de fa^on inductible ZPK. Graphique demontrant Ie pourcentage d'incorporation de
[ H]thymidme caracteristique de la synthese d'ADN pour les populations NIH 3T3, NIH
3T3/pGRE5.2-ZPA:etNIH 3T3/Clone 3. Les cellules ont ete ensemencees a une densite de 80%
avant de subir une induction pour une periode de 16h. Finalement, un marquage d'une heure
avec la thymidine radioactive a ete effectue. Les resultats representent les moyennes ± 1'ecart
type de 8 experiences. Les donnees demontrent les pourcentages relatifs aux controles non
induits de chacune des populations (i.e. chaque population est comparee a son propre controle
non induit).
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un role pour la proteine ZPK dans les mecanismes de controle de la proliferation cellulaire.
Ces demieres experiences ne pennettent pas encore de cibler 1'effet reel de ZPK sur les cellules.





Le controle de la croissance cellulaire est un processus biologique tres ordonne qui depend de
F engagement combme de nombreux signaux exer9ant des actions positives ou negatives.
L'activite de ces signaux joue un role cmcial pour Ie maintien de 1'homeostasie chez les
organismes superieurs (Eva et al., 1992). Les mecanismes moleculaires qui regissent Ie controle
negatif de la croissance cellulaire sont tres complexes et la diversite des signaux rencontres dans
Ie contexte de 1'arret de croissance, de la differenciation et de la survie cellulaire sont nombreux.
L'etude globale de ces mecanismes devient amsi tres importante.
Plusieurs signaux participent au phenomene de regulation negative de la croissance. Malgre cette
diversite, seulement quelques reponses sont observables chez la cellule. Des delais au niveau du
cycle cellulaire (arret de croissance), de la differenciation cellulaire, la mort cellulaire
programmee et la necrose cellulaire sont autant de phenomenes qui participent au maintien de
Phomeostasie et qui englobent les differents signaux de croissance negative (Liebermann et al.,
1995). Bien qu'on commence a approfondir nos connaissances sur les mecanismes moleculaires
sous-jacents a 1'arret de croissance et a Fapoptose, il n'en demeure pas moins que la
comprehension du fonctionnement du reseau de genes, exer9ant des roles majeurs dans
Finhibition, n'est pas parfaite. Comprendre comment les controles negatifs sur la croissance sont
regules, connaitre les fonctions des genes impliques et d^cortiquer Ie phenomene dans son
ensemble est un enonne defi pour la recherche dans 1'ultime vision d'ameliorer la lutte contre les
pathologies humaines qui s'y rattachent.
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Nos etudes effectuees au cours des deux demieres annees, avaient pour but d'approfondir Ie role
de la proteme ZPK sur Ie controle de la proliferation cellulaire. La fonction de la proteine
serine/fhreonine kinase ZPK, dans la cellule, n'est pas encore connue. Lors des nombreuses
etudes realisees, les seules qui pennettaient d'emettre des suggestions sur les roles possibles de
ZPK etaient des etudes d'expression en hybridation in situ. Les resultats obtenus par cette
technique pouvaient nous amener a suggerer un role au niveau du developpement et de la
differenciation cellulaire. En effet. Ie gene ZPK est majoritairement exprime dans des
populations de cellules differenciees. De plus, ce patron d'expression specifique, au stade adulte
et embryonnaire chez la souris, pennet d'emettre 1'hypothese que ZPK est un gene exer9ant un
role probable dans Ie controle des processus de croissance cellulaire eVou de differenciation.
Mon projet s'insere dans la poursuite de Pobjectifultime de detemiiner la fonction cellulaire de
la proteine ZPK. L'objectif etait de prospecter Ie terrain du controle de la croissance cellulaire
afin de verifier ce que la sur-expression de ZPK apportait comme modifications au niveau de la
croissance des cellules.
Mes travaux ont pennis de montrer, pour la premiere fois, 1'evidence que la sur-expression de
ZPK dans la lignee de cellules NIH 3T3 inhibe la croissance cellulatre. Ce modele cellulaire
fibroblastique est souvent utilise dans des etudes de croissance. Les approches experimentales
permettant de mettre a jour 1'implication d'une proteine dans ce type de processus sont tres
diversifiees. L'approche utilisee pour demontrer 1'miplication de ZPK dans Ie controle de la
proliferation a ete 1'obtention de la sur-expression de la proteine par 1'entremise de vecteurs
d'expression. Cette approche englobait des experiences realisees avec un vecteur d'expression
constitutive (essais de formation de colonies) et avec un vecteur d'expression inductible (courbes
de croissance et mesure de la synthese d'ADN par 1'incorporation de [ H]fhymidine). Ces
demieres procedures (expression inductible) ont ete realisees avec des populations de cellules
NIH 3T3 transfectees pouvant @tre induites a 1'expression de ZPK par un traitement a la
dexamethasone.
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3.1 La sur-expression de ZPK inhibe la croissance des NIH 3T3.
J'ai demontre, dans un premier temps, que la traasfection stable dans les NIH 3T3 d'un vecteur
exprimant ZPK, reduit la croissance cellulaire (>97%) comparativement a ce que 1'on obtient
apres la transfection avec un vecteur n'exprimant pas ZPK (Figure 9.). L'arret de croissance se
visualise par Ie fait que tres peu de cellules reussissent a survivre suite a la sur-expression du
gene. Cette inhibition de croissance est aussi en relation avec la quantite de plasmides transfectee
dans les cellules. Le nombre de clones obtenu par transfection diminue lorsque la quantite de
plasmides augmente (Figure 10.). L'mhibition de la formation de colonies est clairement etablie
pour ZPK. En utilisant Ie meme essai, des proteines comme p53, pRb, pl 07 et Mad (Zhu et aL,
1993 ; Vastrlk et al., 1995) ont demontre leur implication dans 1'inhibition de la croissance. Les
resultats similaires obtenus suggerent, a 1'instar de ces proteines, que ZPK a un potentiel
comparable pennettant d'inhiber la croissance cellulaire. Les reponses cellulaires s'observant par
Finhibition de la croissance sont relativement vadees. Dans ce contexte, il faut prendre note que
ces experiences d'essais de formation de colonies ne pennettent pas de conclure que cet effet
negatif sur la croissaace observe pour ZPK est du a un blocage au niveau du cycle cellulaire, a
une perte de la viabilite des cellules ou encore a une implication de ZPK dans Parret de
croissance precedent une differenciation cellulaire. L'inhibition de la formation de colonies peut
etre attribuee a 1'un ou 1'autre de ces mecanismes.
On sait que la phosphorylation est un evenement important dans les processus de signalisation
cellulaire. Les PKs ont, depuis quelques annees, des roles attribues au controle de la proliferation
(plus souvent positive) et de la differenciation. La signalisation cellulaire transporte des signaux
cellulaires qui se dirigent au noyau pour y reguler 1'expression genetique et les processus de
proliferation cellulaire. La croissance est regulee par des points de restriction dans Ie cycle
cellulaire (Hartwell, 1992). Quand une cellule complete une mitose et entre en Gl, une decision
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est prise soit pour progresser dans la phase S ou encore se diriger vers 1'arret de croissance. Dans
Ie contexte d'un organisme multicellulaire, la decision d'aller vers 1'arret de croissance peut
venir de plusieurs niveaux. Ces niveaux incluent 1'entree en GO qui peut etre a la fois reversible
(quiescence) ou ureversible (senescence), la differenciation et la mort cellulaire (Philipson et
Sorrentino, 1991). La croissance cellulaire est un processus actif controle par 1'action de
nombreux et differents acteurs, dont les signaux inhibiteurs. Ces demiers incluent la famille des
cytokiaes mflammatoires comme TWF-a (Sugannan, et al., 1987) et TGF-^ (Laiho et al., 1990),
les genes supresseurs de tumeurs comme p53 (Lin et al., 1992), les genes impliques dans la
differenciation comme my6Q (Sorrentino et al., 1990) et les PKs comme la tyrosine kinase
nucleaire c-Abl (Sawyers et at, 1994) et la serine/fhreonine kinase cytoplasmique « apoptose
signal-regulating kinase » (ASK 1) (Ichijo et al., 1997).
3.2 I/inhibition de la croissance requiert un site de fixation de FATP intact
Le mecanisme par lequel la proteine ZPK inhibe la proliferation cellulatre lorsqu'elle est sur-
exprimee, demeure obscur. Par contre, 1'activite biologique serme/threonine kmase de ZPK
foumit un indice sur Ie mecanisme potentiel d'action de Peffet negatif sur la croissance qui est
observe. L'interet etait de detenniner comment 1'expression constitutive d'un mutant catalytique
de ZPK pouvait reagir dans ce processus. L'obtention d'un mutant du codon lysine 185 (K)
inclut dans Ie sous-domaine kinase II, a permis de demontrer que 1'activite intrinseque de ZPK
avait potentiellement une implication dans 1'inhibition de croissance. Cette lysine est reconnue,
chez ce type de proteine, pour permettre la fbcation de 1'ATP et catalyser Ie transfert du
groupement y-phosphate (Hanks, 1991). La substitution (K/R) (AAG/AGG), pour ce site
particulier du domaine catalytique, a ete rapporte pour plusieurs autres membres de cette famille
comme resultant a la perte de 1'activite kinase (Lin et al., 1995 ; Xu et al., 1995). L'utilisation
d'un vecteur contenant 1'ADNc de cette fonne mutante a demontre lors de sur-expression que Ie
potentiel inhibiteur sur la croissance de ZPK etait completement abolie (Figure 11.). Ces
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resultats suggerent par consequent que la proteine ZPK exercerait probablement son effet negatif
sur la proliferation cellulaire par la phosphorylation et V activation de molecules de signalisation
en aval. Us demontrent que Ie site de fixation de 1'ATP de ZPK est necessaire a 1'inhibition de la
croissance cellulaire. Cette demonstration pennettrait d'affmner et d'imagmer concretement que
ZPK activerait des cibles moleculaires qui pennettraient a la cellule de r^pondre par un des
processus caracterisant I'inhibition de croissance. Ces processus seraient actifs et demanderaient
la presence de 1'activite kinase et I'implication possible de ZPK dans une voie de transduction. II
resterait a demontrer clairement que ce mutant ne possede reellement pas d'activite kinase
intrinseque.
En ce qui conceme 1'implication d'une proteine serme/fhreonine kinase cytoplasmique dans des
processus menant a 1'observation de 1'inhibition de la proliferation cellulaire, les precedents sont
plutot rares. On connait 1'implication du recepteur s^rine/threonine kinase TGF-P dans 1'arret de
croissance, 1'apoptose et la differenciation (Oberhammer et al, 1992). Jusqu'a maintenant,
davantage de proteines tyrosine kinases nucl^aires ont demontre des capacites inhibitrices sur la
croissance : c-Abl, Wee-1 et Rak sont trois de ces protemes qui ont des roles dans la regulation
negative de la croissance lorsqu'elles sont sur-exprimees dans des lignees cellulaires
(Pendergast, 1996). II y a egalement la proteine c-Fes, une autre tyrosme kinase, mais cette fois
cytoplasmique, qui apparait promouvoir 1'arret de la croissance relie a la diff^renciation
terminale des cellules hematopoietiques myeloides apres transfection (Yu et al., 1989). Je
m'attarderai finalement sur 1'exemple tres interessant de la proteme ASK1, une serme/threonine
kinase membre de la famille des MAPKs, se retrouvant au niveau MAPKKK, tout comme ZPK.
Cette kinase active les voies des JNKs et de p38 et demontre une implication dans Ie processus
d'apoptose induit par la cytokine inflammatoire TNF-a (Ichijo et al., 1997). Ce processus de
mort cellulaire programmee est une des reponses cellulaires attribuees a 1'activation de la voie
des JNKs/SAPKs. Tous ces exemples sont coherents avec la possibilite que certaines PKs
puissent agir comme regulateur negatif de la croissance cellulaire. Cette idee est de plus en plus
supportee par de nombreuses etudes, dont la demonstration recente que Ie recepteur tyrosine
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kmase du « fibroblast growth factor 3 » (FGF-3) est un regulateur negatif de la croissance des os
chez la souris (Deng et al., 1996).
3.3 ZPK dans la signalisation cellulaire
Les PKs exercent habituellement leurs fonctions par 1'entremise des voies de transduction. Les
etudes sur les partenaires dans ces voies de signalisation sont une cible interessante
d'investigation pour demontrer plus precisement comment cette prot^ine exerce sa fonction. Les
facteurs qui controlent 1'activite de la proteme ZPK en amont et en aval sont probablement
unportants pour la realisation de la fonction et la reconnaissance de ces partenaires et 1'etude de
ceux-ci aiderait surement a caracteriser davantage son role.
Les candidats potentiels pennettant a ZPK d'exercer sa fonction par 1'entremise des voies de
transduction, peuvent inclure les membres de la famille des MAPKs. En effet, il a ete demontre
recemment que les homologues de rat (MUK) et de souris (DLK) pouvaient activer la voie des
JNKs/SAPKs ainsi que celle de p38 lorsqu'elles etaient transfectees de fa9on transitoire des les
cellules NIH 3T3 (Hirai et al., 1996 ; Fan et al., 1996). Ces kmases sont connues pour etre
activees et modulees par des stimuli extracellulaires comme des cytokines inflammatoires et des
formes variees de stress environnementaux (chocs thermiques, radiations, chocs osmotiques).
Les reponses produites par ces stimuli se traduisant par 1'arret de croissance, la mort cellulaire et
des reparations cellulaires (Kyriakis et Avmch, 1996). En accord avec ces differentes
observations, on est tente de suggerer que Farret de croissance observe suite a la sur-expression
de ZPK pourrait etre attribuable a 1'activation de cette famille de PKs. De plus, Fexemple recent
de la proteine ASK1, demontre que les MAPKKKs peuvent avoir un role dans Ie mecanisme
d'apoptose induit par les stress et les cytokines (Ichijo et al., 1997). Ce resultat amene egalement
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des suggestions quant a la possible implication de ZPK dans Ie processus de la mort cellulaire
programmee.
Les GTPases Cdc42 et Racl sont d'autres candidats pouvant amener des indices sur la maniere
dont ZPK exercerait son action. Les faits inherents suggerent que 1'homologue de souris DLK
lierait ces GTPases a la voie des JNKs et p38 (Fan et al., 1996). La demonstration que Cdc42
avait la capacite d'inhiber la progression du cycle en Gl/S par un mecanisme qui requerrait
F activation de p38 amene egalement des arguments en faveur de possibles interactions entre
ZPK et ces proteines (Molnar et al., 1997). Jusqu'a maintenant, 1'accent a etc mis sur la voie des
JNKs, mais certaines fonctions de ZPK pourraient etre exercees par 1'entremise de p3 8. Cette
voie se retrouve egalement activee par plusieurs stmiuli extracellulaires identiques a ceux
activant les INKs et repond a ceux-ci par 1'apoptose et 1'inhibition de la progression du cycle
cellulau'e en Gl/S (Kyriakis et Avmch, 1996). L'effet de ZPK sur la croissance pourrait done
etre issue de 1'inhibition de la progression du cycle cellulaire ciblee par la GTPase Cdc42 et
soumise a I9 activation de la voie p38.
En plus des MAPKs et des GTPases, ZPK pourrait interagu' in vivo avec des proteines
signaletiques contenaat des structures proteiques comme les motifs « Leucine zipper » ou les
domaines SH3. Les domaines «Leucme zipper» pourraient potentiellement jouer im role
similaire a celui des facteurs de transcription, en permettant 1'etablissement de contacts
intermoleculaires essentiels et prealables a 1'activation de la fonction kinase intrinseque de la
proteine. Les domames SH3 ont la capacite de lier des regions riches en proline (contenant Ie
motif PXXP) similaires a celles (2) que ZPK possede dans sa stmcture (Figure 4.). Ces deux
motifs proteiques revetent un interet particulier, a la fois parce qu'ils sont impliques dans de
nombreux processus cellulaires, incluant la regulation des PKs (pour les domaines SH3), mais
egalement parce que certains membres de la famille MLK contieiment ces deux types de
structures. C'est Ie cas de MLK3/SPRK (Gallo et al., 1994). Ce membre des MLKs active les
voies JNK et p38 (Tibbles et al., 1996) et lie les GTPases Cdc42 et Racl in vivo (Teramoto et
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al., 1996). Cette proteine, dont aucune fonction n'est jusqu'a maintenant suggeree, pourrait
s'averer une candidate interessante pour de futures investigations pouvant permettre la mise a
jour de la fonction de ZPK. La connaissance des partenaires, incluarit les activateurs et les
substrats, devient un atout pour la comprehension de la fonction d'une proteine de signalisation.
3.4 Inhibition de la croissance par expression induite de ZPK
Parce que 1'activite suppressive de ZPK sur la croissance est obtenue par la sur-expression de la
proteiae, il est possible que cette activite observee ne reflete pas exactement Ie role
physiologique reel de la proteine. II est important, dans ce type d'experiences, que 1'on puisse
interpreter les resultats en termes de reponses in vivo ou du moins les interpreter avec la
comprehension des differences entre les mesures in vitro et in vivo. Les etudes de sur-expression
nous guident dans une direction, nous amenent des indices sur la fonction d'une proteme, mais
une determination plus precise, plus fme de la fonction requiert des experunentations
supplementau-es. Dans Ie cas des etudes de croissance, I'utilisation d'une expression realisee
sous V influence d'un promoteur inductible devenait importante afm de determiner si 1'effet
negatif sur la croissance de la proteine ZPK refletait reellement un role physiologique.
C'est dans cette perspective, qu'un systeme pennettant de controler 1'expression de ZPK a ete
elabore. Le vecteur d'expression pGRE5.2, mductible par la dexamefhasone, a pemiis de
demontrer que les cellules sur-exprimaat ZPK avaient un taux de croissance mferieur a celles ne
Pexprimant pas (Figure 14.). Cette demonstration de croissance, par expression iaduite de ZPK
echelonnee sur 5 jours, suggere vraiment que la fonction nonnale de ZPK se rattache aux modes
de regulation negative de la croissance. De plus, Futilisation de ce type de vecteur a pennis de
demontrer que Ie taux de synthese d'ADN mesure par incorporation de [ H]thymidine etait
moindre lorsque 1'expression de ZPK etait induite. Ce demier parametre est grandement utilise et
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permet, par la mesure de la synthese d'ADN, de faire un rapprochement subjectifavec Ie taux de
croissance des cellules. Ces etudes ne pennettent pas encore de cibler reellement la fonction de
ZPK. Elles pennettent toutefois de demontrer, suite a 1'induction de 1'expression, que les cellules
reagissent rapidement et donnent une reponse cellulaire caracteristique de 1'arret de croissance.
On visualise tr^s bien qu'apres 24h d'induction, Ie taux d'mcorporation de [°H]fhymidine est de
35% a 55% inferieur chez les cellules induites a 1'expression (Figure 15.) et que la croissance
relative de ces memes estpres de 50% inferieure apres cette meme periode (Figure 14.).
Precedemment, par 1'utilisation d'essais de formation de colonies, on observait que la sur-
expression de ZPK abolissait presque completement la capacite des cellules a former des
colonies (expression echelonnee sur 2 a 3 semaines). Aucunes mdications ne nous pennettaient
de cibler Ie moment exact ou F inhibition de croissance survenait. Par des etudes de croissance
echelonnees sur 5 jours on realise que ZPK agit rapidement sur les cellules suite a son
expression (Figure 14.). La dimmution de la synthese d'ADN apres 24 h. d'induction demontre
que la sur-expression de ZPK mene rapidement a une perte de la capacite de synthese de 1'ADN
chez les cellules. Ce resultat se compare avantageusement a ce qui est demontre pour les proteine
ASK1 (Ichijo et al., 1997) et « gut-enriched Krilppel-like factor » (GKLF). Pour cette demiere,
on suggere que son effet inhibiteur sur la croissance serait caracteristique de 1'arret de la
progression du cycle cellulaire, plus particulierement a la transition entre les phases Gl/S
(Shields etal., 1996).
Les cellules fibroblastiques de souris NIH 3T3 repondent au traitement de la dexamethasone par
un faible ralentissement de leur taux de croissance. Une etude precedente, ayant utilise un
vecteur de meme type et portant sur Ie role d'une proteine dans Ie controle negatif de la
proliferation, ne nous renseignait pas sur la r^ponse de cette lignee cellulaire ^ ce glucocorticoi'de
(Sawyers et al., 1994). Nos resultats nous demontrent que la lignee NIH 3T3 repond au
traitement a 25 nM de dexamefhasone par un faible ralentissement de son taux de croissance.
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Cependaat, il n'en demeure pas moins que les inhibitions de croissance et d'incorporation de
fhymidine observees, lors de 1'mduction d'expression de ZPK, sont beaucoup plus importantes et
pennettent de conclure a une inhibition de la croissance et de la synfhese d'ADN.
3.5 ZPK et la differenciation cellulaire ?
ZPK pourrait egalement contribuer a la differenciation terminale des cellules en permettant
1'arret de la proliferation cellulaire precedant 1'entree dans la differenciation. L'expression de
ZPK dans les tissus ayant un taux de renouvellement cellulaire eleve comme dans la peau et
Fmtestin est une observation tres interessante pour la determmation du role de cette
serine/fhreonine kiaase. L'expression dans les villosites intestinales, regions superieures au
compartiment de cellules en proliferation de la crypte, suggere un role pour ZPK dans la
maturation des cellules epifheliales de ce tissu. Cette portion de 1'epifh^lium intestinal regroupe
les cellules, en arret de proliferation, qui out entame Ie processus de differenciation qui les
menera vers Fextremite de la crypte ou cuhnme par 1'apoptose la maturation de ces cellules. La
localisation de ZPK dans ce tissu, couple a la demonstration de son implication dans 1'arret de
croissance, pourrait amener a suggerer des roles physiologiques potentiels dans cet
envu-onnement.
ZPK pourrait agir comme gene supprimant la proliferation cellulaire des cellules epitheliales au
niveau des villosites. L'etat de proliferation des cellules de cette region contraste de la
proliferation qui existe a la base de la crypte ou 1'expression de ZPK est absente. ZPK pourrait
egalement favoriser la differenciation terminale par 1'activation de genes requis pour 1'obtention
du phenotype differencie des cellules epitheliales. Ces deux fonctions ne sont pas mutuellement
exclusives. ZPK pourrait potentiellement les posseder toutes les deux a la maniere similaire du
gene myoD qui permet a la fois la differenciation termmale myogenique et la sortie du cycle
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cellulaire (Halevy et al., 1995). Le gene GKLF est egalement exprime dans les regions en arret
de proliferation du tractus intestinal, en plus de d^montrer un role potentiel dans 1'arret du cycle
cellulaire en Gl/S (Shields et al., 1996). La differenciation terminale a 1'extremite des villosites
se caracterise par la mort cellulaire programmee des cellules. Une implication, dans celle-ci,
serait egalement une fonction biologique a prendre en consideration pour ZPK. Le modele de
Pintestin est tres interessant pour faire 1'mvestigation de la fonction de ZPK. Le meme
raisonnement s'applique au modele de la peau, ou ZPK semble posseder un patron d'expression
similaire dans les couches non proliferatives et differenciees des keratinocytes. L'apoptose est
aussi Paboutissement qui attend ces ceUules a la fin de leur differenciation.
La demonstration, dans la lignee de cellules carcinomique embryonnaire de souris Pl 9, de
Faugmentation d'expression de ZPK, suite a V induction de la differenciation, demontre une
implication dans Ie controle des processus de la differenciation cellulaire. Ces cellules une fois
exposees a Pacide retinoique sont mduites a la differenciation en neurones et cette mduction est
accompagnee d'une augmentation notable et relativement rapide de 1'expression de ZPK (Daigle
et al., non publics ). La combinaison des resultats obtenus, dans les differentes etudes cellulaires
in vitro, permet de suggerer un role, pour ZPK, dans 1'arret de la proliferation precedent V entree
en differenciation.
Une cible importante de 1'etude du controle de la croissance cellulaire est de comprendre
comment les signaux communiquent entre eux. ZPK, pour exercer sa fonction dans 1'arret de la
croissance doit transmettre son activite a la machinerie responsable de 1'action inliibitrice. Les
GTPases et la voie des INKs ont deja une main mise sur des interactions possibles avec ZPK.
Par centre, des investigations, avec des genes d'importance comme p53, pourraient etre faites.
Ce gene est connu pour avoir des roles relies a 1'arret de croissance en Gl/S, dans 1'induction de
1'apoptose et dans la prevention de la croissance cellulaire suite ^ des dommages a 1'ADN
(Donehower et Bradley, 1993). II a ete demontre que la proteme INK avait la capacite de lier et
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de phosphoryler p53 (Mihie et a/., 1995 ; Alder et al., 1997). D'autres recherches pourraient
approfondir les resultats suggeres par 1'equipe d'Holzman du Michigan. Ces resultats
demontrent que DLK (1'homologue de souris de ZPK) se retrouve dans une voie prenant
naissance avec la proteine v-Src et menant a 1'activation des JNKs (Fan et al., 1996). Src est une
proteine signaletique unportante qui a recemment demontre une implication dans la reponse
cellulaire induite par des stress genotoxiques (Liu et al., 1996). L'activation des JNKs par ces
stress diminue chez les cellules c-Src negatives. Ces observations pennettent d'amener des
hypotheses sur 1'implication possible de ZPK dans 1'activation de la voie INK repondant aux
stress extracellulaires. Comprendre comment les signaux negatifs sur la croissance, engendres
par ZPK, se propagent dans la cellule, permettra surement d'apporter des eclaircissements sur la
fonction reelle de cette proteine serine/threonine kinase.
La demonstration de 1'implication de ZPK dans Ie controle de la proliferation, ne ferme pas la
porte a d'autres fonctions que la proteine pourrait posseder. La demonstration de 1'augmentation
de F expression dans les processus de regeneration chez Ie foie (apres hepatectomie) et Ie
pancreas (apres pancreatectomie) (Douziech et al., non publics ) pourrait annoncer im role
possible dans la regeneration. Des roles potentiels, dans la proliferation cellulaire ou encore dans
la conservation de 1'etat differencie des cellules qui proliferent. Une regulation de 1'expression
de ZPK dans la regeneration des fractures du femur chez Ie rat a aussi ete observee. Le
maximum d'expression coincide avec la chrondrogenese et la formation des os (Matsui et al.,
1996). La caracterisation des roles de cette proteine serme/fhreonine kinase devient un defi
interessant pour la comprehension des mecanismes cellulaires de proliferation et de
differenciation cellulaire mais egalement dans la mesure ou ces roles pourraient se rapporter
eventuellement a certains desordres physiologiques humains incluant bien entendu 1'avenement
de cancers.
77
(1) Communication ecrite, 1997
On pourrait se poser la question a savoir si ZPK a Ie potentiel d'un gene supresseur de tumeur ?
La localisation chromosomique humaine dans la region 12ql3 permet peut-etre d'en arriver a
cette conclusion. Cette region subie des rearrangements dans certaines tumeurs solides, mais rien
encore ne laisse presager une telle fonction pour ZPK. La demonstration d'une perte d'activity,
par mutation, menant au developpement de tumeurs deviendrait un element important pouvant
repondre a cette question. Pour 1'instant, on retiendra que 1'inhibition de la proliferation
demontree, par essais de formation de colonies, est similaire a ce qui avait ete observe
initialement pour les genes supresseurs de tumeurs p53 et pRb.
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CONCLUSION
Ce travail a permis de montrer que la proteine serine/fhreonine kiaase ZPK est impliquee dans la
regulation de la croissance cellulaire (Bergeron et al., 1997) (Annexe 1.). En analysant par
diverses techniques, Punplication moleculatre de la sur-expression de cette proteme, j'ai realise
que ZPK etait une proteine engagee dans Ie controle de la proliferation cellulaire. Les etudes
effectuees out mis 1'emphase sur la determination de la reponse cellulaire qui survenait suite a la
sur-expression de ZPK. Dans la poursuite de mon objectif de caracteriser 1'implication de ZPK
dans la proliferation cellulaire chez les NM 3T3, j'ai mis sur pied des outils moleculaires
interessants. J'ai elabore des populations de cellules repondant a un agent inducteur par la sur-
expression de ZPK. Ce systeme permet d'obtenir une forte expression controlee dans les cellules
NIH 3T3. J'ai obtenu un ADNc de ZPK couple a un determinant antigenique OHA)- Ce systeme
de revelation immunologique indirect pennet de suppleer a la presence d'un anticorps anti-ZPK.
Maintenant, la porte est ouverte sur la dissection des controles moleculaires dans lesquels ZPK
est vraiment impliquee. Est-ce une implication dans 1'arret de croissance au niveau du cycle
cellulaire, de Fapoptose, de la differenciation cellulaire ou encore dans plus d'un de ces
processus ? Le theme central des prochaines mvestigations sera la meilleure comprehension des
programmes d'arret de croissance. II faudra faire ressortir les moyens par lesquels on peut activer
ZPK et les partenaires avec lesquels cette proteine interagit.
II sera important de considerer les caracteristiques cellulaires et les stimuli specifiques a ces
cellules. ZPK pourrait avoir des r61es differents dependant du type cellulaire dans lequel elle est
exprimee. Sans parler des partenaires, dont 1'expression pourrait etre r^gule differemment de
celle de ZPK, laissant ainsi toute grande ouverte la porte quant a des roles cellules ou tissus
specifiques. Des systemes cellulaires in vitro et in vivo qui nous permettent d'analyser et de
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distinguer entre les voies d'arret de croissance et cTapoptose, induites dans les memes et
differentes cellules, seront un outil indispensable pour elucider la fonction complexe de ZPK
dans les circuits du controle de 1'arret de croissance. Les differents modeles pemiettront
egalement de specifier ou se retrouve reellement ZPK dans la signalisation intracellulaire.
II serait interessant, dans la poursuite du projet, de verifier 1'absence d'activite catalytique chez
Ie mutaot (K/R) de ZPK. J'ai demontre que Ie site de fDcation de 1'ATP etait necessaire pour
inhiber la formation de colonies. Savoir que ce mutant ne possede pas d'activite catalytique
viendrait completer les hypotheses suggerees. De plus, Pobtention d'un vecteur inductible
contenant ce mutant serait un atout important. II permettrait de confinner les resultats de
croissance et de synfhese d'ADN realisees avec la forme normale de ZPK. J'ai reaUse des
experiences nous suggerant que 1'activite kinase intrinseque de ZPK est necessaire pour
Faccomplissement de la fonction inhibitrice. La demonstration de 1'absence d'activite
catalytique apparente chez Ie mutant du site de fixation de 1'ATP (K/R) viendrait raffemiir cette
position.
Des experiences pouvant defmir une unplication, pour la proteme ZPK, dans 1'inhibition de la
progression du cycle cellulaire ou la mort cellulaire programmee deviemient necessaires.
Plusieurs modeles ou experiences peuvent nous alder a approfondir la question. La
demonstration de 1'effet de 1'inhibition de contact sur 1'expression endogene de ZPK chez les
NIH 3T3 et des etudes d5 expression dans des conditions controlees de stimulation ou de
privation en serum pourraient permettre de determiner si ZPK a Ie pouvoir d'exercer une
emprise sur Ie cycle cellulaire. Ce type d'experience a permis de suggerer, pour la proteine
GKLF, un role dans Fmhibition de la progression du cycle cellulaire. D'un autre cote, afin de
detenniner 1'effet de ZPK sur la croissance et la viabilite cellulaire, il faudrait cibler des
experiences demontrant que la sur-expression de ZPK mene a 1'apparition de symptomes
caracteristiques de 1'apoptose. Plusieurs moyens ont ete developpes, au cours des demieres
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annees, pennettant de mettre a jour les principaux symptomes de 1'apoptose. Finalement,
1'implication de ZPK dans la signalisation en reponse au stress induisant 1'apoptose, pourrait
permettre de cibler la proteine vers 1'une ou Pautre des voies reagissant aux stress genotoxiques,
soient celles des JNKs, de p53 ou de c-Abl.
En conclusion, je crois que les prochaines etudes pennettront de delimiter et discriminer les
mecanismes moleculaires associes a 1'activite de la proteme ZPK. Us apporteront peut-etre une
contribution interessante pour une meilleure comprehension de troubles physiologiques humains
associes particulierement aux cancers. Je crois que les resultats de mes etudes ouvriront la voie
dans Ie fatur a une meilleure comprehension des mecanismes moleculaires de controle de la




Annexe 1 manquante dans nos exemplaires. 
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